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Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat Gottingen, 
Biochemische Abteilung 


Uber die Bildung des Actinomycin X 
Versuche zur Gewinnung von Actinomycin X, und X, 


Von 
WERNER FROMMER 


Mit 5 Textabbildungen 
(Eingegangen am 21. Marz 1959) 


Das Actinomycin X besteht aus einem Gemisch chemisch sehr nahe 
verwandter Stoffe. Nach der Lage im Verteilungschromatogramm wer- 
den die einzelnen Komponenten als X,, Xog, X,, Xj, X3 und X, bezeich- 
net [BROCKMANN u. GRONE (1954)]. Die natiirlich vorkommenden Actino- 
mycin X-Gemische enthalten als Hauptkomponenten die Actinomycine 
X, und X, in wechselnden Mengenverhaltnissen [BROCKMANN u. GRONE 
(1954), Martin u. Pampus (1956), Goss u. Karz (1957)] und als Neben- 
komponenten die im Verteilungschromatogramm langsamer als X, wan- 
dernden X,-Komponenten. Die im Verteilungschromatogramm schneller 
als X, wandernden Komponenten X, und X, konnten nur in einzelnen 
Fallen beobachtet werden [BROCKMANN u. GRONE (1954), WAKSMAN u. 
Mitarb. (1954 u. 1955)). 

Das von BRocKMANN u. GRONE (1954) bearbeitete Actinomycin X- 
Praparat, das Spuren von Actinomycin X,; und X, enthielt, war aus 
der Kulturlésung des Stammes S6f 5 gewonnen worden. Die in der Folge- 
zeit von diesem Stamm erzeugten Actinomycin X-Gemische zeigten nur 
noch in vereinzelten Fallen einen eben nachweisbaren Actinomycin X,- 
und X,-Anteil (Pampus pers. Mitteilung). 

Fir die Gewinnung reiner Actinomycin X,-und X,-Komponenten war 
es notwendig, Kulturbedingungen zu finden, unter denen reproduzierbar 
die beiden Actinomycine X,; und X, gebildet werden. AuBerdem war 
natiirlich darauf zu achten, die Gesamtausbeuten wie auch den Anteil 
der beiden nur in Spuren vorkommenden Actinomycine zu erhéhen. 

Die Menge und Art der Kohlenstoff- und Stickstoffquellen tibt auf das 
Fermentationsgeschehen einen sehr tiefgreifenden Einflu8 aus. Wir ver- 
suchten daher durch deren Variation, die zur Bildung der Actinomycine 
X,; und X, notwendigen Bedingungen ausfindig zu machen. Da der 
Stamm Sét 3 nur sehr geringe Actinomycin-Ausbeuten (3—10 mg/l) 
ergab, untersuchten wir auch die Stamme Halde 1160, Ital 1131 und 
Wind 760 auf die Bildung der verschiedenen Actinomycine (Beschrei- 
bung der Stémme siehe FROMMER 1959). 
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Methodik 
a) Nahrbéden 


Um eine gréBere Zahl verschiedener Kulturbedingungen durchtesten zu konnen, 
setzten wir fiir diese Versuche nur je 3 Schragréhrchen an (je Schragréhrchen 8 cm 
Agar). Die in diesen 3 Schragréhrchen gebildeten Actinomycin-Mengen reichten in 
den meisten Fallen zur papierchromatographischen Analyse der Actinomycine aus. 

Zar Nahrlosung (0,1°/) NaCl; 0,1%/9 K,HPO,; 0,01°/, MgSO,-7H,O; 0,01°/o 
FeSO, -7H,0; 0,01°/, CaCO,; 2°/, Agar) gaben wir 


A 1°/, Glycerin a) 0,1 b) 0,25 ec 
II 2°/, Glycerin a) 0,1 b) 0,25 c) 0,35 d) 0,5°/, Glykokoll 
Til 3°/, Glycerin a) 0,1. b) 0,25 c) 0,35 d) 0,5°/, Glykokoll 
IV 5°/, Glycerin a) 0,1 b) 0,25 c) 0,35 d) 0,5°/5 Glykokoll 


oder an Stelle des Glykokolls in aquivalenten Mengen (bezogen auf Stickstoff) 
KNO,, beim Stamm Sé¢ 3 auch Glutaminsaure und (NH,),HPO,. AuBerdem setzten 
wir die von BRocKMANN u. GRONE (1954) zur Actinomycin-Gewinnung benutzte 
Kombination 2°/, Glycerin und 1°/, KNO, an. In einer zweiten Serie ersetzten wir 
beim Stamm Sé¢3 das Glycerin durch Glucose (1 cm? Glycerin = 1 g Glucose). 
Der Stamm Sét 3 wurde also auf insgesamt 120 verschiedenen Nahrbéden angesetzt. 

Die Réhrchen wurden bei jedem Stamm einheitlich beimpft und 14 Tage bei 
28° bebriitet. Bis zur Aufarbeitung standen die Réhrchen 1 Monat bei Zimmer- 
temperatur und darauf bis zu einem Monat bei 2—5°. Damit war bei allen Kulturen 
das Wachstum und die Actinomycin-Bildung abgeschlossen. In Hinzelfallen war 
wahrscheinlich schon ein Actinomycin-Abbau eingeleitet. 

Zur Kontrolle setzten wir nach Beendigung der ersten Versuchsserie von jedem 
Stamm von jeder Variationsreihe (Glykokoll und KNO,) nochmals je zwei Kon- 
zentrationskombinationen an (je 6 Schragréhrchen). Wir wahlten dazu eine Kon- 
zentrationskombination aus, die im ersten Versuch eine hohe und eine, die eine 
niedere Actinomycin-Ausbeute ergeben hatte. Einen Teil dieser Réhrchen (je 3) 
ernteten wir nach 10tagiger Bebriitung bei 28°, den Rest lieBen wir insgesamt 
31 Tage bei 28° und dann noch bis zur Aufarbeitung 11/, Monate bei Zimmertempera- 
tur stehen. Es zeigte sich beim Stamm Halde 1160, durch die lange Zeit bis zur 
Aufarbeitung bedingt, ein starker Abfall im Actinomycingehalt. Bei den anderen 
Stémmen ergab die spaitere Aufarbeitung eine héhere Ausbeute. Diese Ausbeuten 
entsprachen den im ersten Versuch gefundenen Werten. 


0,35 — d) 0,5°/) Glykokoll 


b) Aufarbeitung 

Agar und Mycel von je 3 Schragréhrchen riihrten wir im Starmix mit 30 
bis 50 cm® Aceton aus, das Aceton filtrierten wir ab und riihrten den im Filter 
gebliebenen Riickstand mit dem Filter erneut im Starmix mit 30—50 cm$ frischem 
Aceton aus. Dann filtrierten wir wieder ab. Damit waren etwa 80°/, des Actinomycins 
extrahiert. Die vereinigten Aceton-Extrakte engten wir ein und schiittelten den 
waBrigen Riickstand 2mal mit etwa 20 cm? Ather aus. (Beim Stamm Wind 756 
schiittelten wir 3mal aus). Die Ather-Extrakte vereinigten wir, destillierten den 
Ather ab und lésten das Actinomycin in 12 cm® Benzol. Die Benzollésung trockneten 
wir vor dem Kolorimetrieren mit Natriumsulfat. 

Die Extinktion dieser Lésungen bestimmten wir im Lange-Colorimeter und 
errechneten die Actinomycin-Konzentrationen mit Hilfe einer Eichkurve. Dabei 
gingen wir von der vereinfachten Annahme der gleichen spezifischen Extinktion 
aller Actinomycine aus (siehe BROCKMANN u. GRONE 1954). 

Die Benzollésungen dunsteten wir im Vakuum ein. Den Riickstand verwendeten 
wir zur Ringchromatographie im System Butylacetat-Dibutylather (BuAc-DBA) 
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(3:1)/10°/) Na-Kresotinat und, sofern die Actinomycin-Mengen ausreichten, auch 
im System Butanol-Dibutylather (Bu-DBA) (2:3)/10°/, Na-Kresotinat (siehe 
BROCKMANN u. GRONE). 

Die oben angegebene Aufarbeitung kann nur als halbquantitativ bezeichnet 
werden. Die aufgefiihrten Werte geben demnach, zumal zu der Ungenauigkeit der 
Bestimmung noch die biologische Schwankungsbreite kommt, nur gréBenordnungs- 
maBige Anhaltspunkte iiber die Reaktionsweise eines Stammes. Mit dieser Methode 
war es jedoch méglich, ein groBes Material mit verhaltnismaBig geringem Aufwand 
durchzutesten. 


Verhaltungsweisen der einzelnen Stimme 


Stamm S6ét 3 


Die Actinomycinbildung erreicht bei Glycerin-Glykokoll in der Reihe 
Ia, IIb, 1c und IVd (also bei mittlerem C:N-Verhaltnis) aufsteigend 
etwa 20 mg/l (siehe Tab.1). Mit steigendem oder fallendem C:N- 
Verhaltnis geht die Actinomycin-Ausbeute zuriick. 


Tabelle 1. Stamm Sét 3, Actinomycin-Ausbeuten auf verschiedenen 
Glycerin-Glykokoll-Nahrbéden in Milligramm|Liter 


°/, Glykokoll 


Glycerin 
fo 0,1 | 0,25 | 0,35 | 0,5 
1 12 7 och eae 
Pa 8 12 oO | 4 
3 8 13 13 6 
5 7 11 21 22 


Mit Glucose sind die Ausbeuten geringer als mit Glycerin. 

KNO, und (NH,),HPO, ergaben meist Ausbeuten unter 5 mg/l. 
Mit Glutaminsaure liegen die héchsten Ausbeuten bei Ib, Ic, Ile und 
IId. Die Glutaminsaure wird wahrscheinlich als zusétzliche Kohlenstoff- 
quelle verwertet. Das optimale C:N-Verhaltnis ist also nicht bei den 
Nahrbéden Ia, IIb, 11] c und IVd, sondern bei Ib, Ile und Id erreicht 
[s. auch RoMANO u. NICKERSON (1958)]. 

In allen Fallen war Actinomycin X, die Hauptkomponente, daneben 
waren X, und verschiedene X)-Komponenten vorhanden. Die einzelnen 
Nahrbéden ergaben folgende Actinomycin-Zusammensetzungen: Gly- 
cerin-Glykokoll: Auf den Nahrbdden Ia, IIb, IIIc und IVd wurde ver- 
haltnismaBig viel X, und X, gebildet. Mit steigendem und fallendem 
C:N-Verhaltnis nahm die X,- und X,-Menge im Gemisch ab. Einzelne 
Praparate, besonders das vom Nahrboden IVa stammende, enthielten 
nahezu kein X,. Ahnlich verhielten sich auch die Glucose-Glykokoll- 
Kombinationen. 

Bei Glycerin-Glutaminsaéure und Glucose-Glutaminsdure war kein 
auffalliger Wechsel im Gehalt der einzelnen Actinomycine zu erkennen. 

1* 
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Bei den tibrigen Kombinationen war die Actinomycin-Menge so gering, 
da® eine einwandfreie papierchromatographische Analyse nicht durch- 
gefiihrt werden konnte. 

In keinem Fall wurde Actinomycin X, oder X, gefunden. Jedoch 
kénnten Spuren der Beobachtung entgangen sein, da zur Analyse meist 
nur sehr geringe Mengen der einzelnen Proben zur Verfiigung standen. 


Stamm Wind 756 
Das fiir die Actinomycinbildung optimale C:N-Verhdltnis ist im Ver- 
gleich zu Stamm Sét 3 etwa 2—3mal héher (siehe Tab. 2u. 3). Mit KNO, 
als N- Quelle ist die Actinomycin-Ausbeute verhaltnismaBig gering. 


Tabelle 2. Stamm Wind 756, Actinomycin-Ausbeuten auf verschiedenen 
Glycerin-Glykokoll-N Ghrbéden in Milligramm| Liter 


Glycerin °/, Glykokoll 
*/o 0,1 | 0,25 | 0,35 0,5 
1 65 30 20 6 
2 190 80 75 12 
3 215 255 220 40 
a 100 290 240 70 


Tabelle 3. Stamm Wind 756, Actinomycin-Ausbeuten auf verschiedenen 
Glycerin-K NO,-Ndhrbéden in Milligramm|Liter 


Glycerin */o KNOs 
*fo 0,13 | 0,33 0,47 | 0,67 | 1,0 
1 3 | 6 4 8 
2 8 8 il 9 3 
3 70 8 3 3) 
5 8 | 115 45 Peer 


Die chromatographische Analyse der einzelnen Praparate ergab: 
Glycerin-Glykokoll: Actinomycin X, ist die Hauptkomponente. X, ist 
im allgemeinen starker vertreten als beim Stamm Séé 3. Auch beim 
Stamm Wind 756 ist bei gleichem Glycerin-Gehalt mit steigendem 
Glykokoll eine Zunahme an X, zu verzeichnen. Besonders das vom Nahr- 
boden IId stammende Praparat enthalt viel X, (wahrscheinlich mehr 
als X,), (siehe Abb. 1). 

Im System Butanol-Dibutylather (3:1)/10°/, Na-Kresotinat sind meist 
2—3 X,-Zonen zu erkennen. Kine Komponente lauft etwa wie Xo, eine 
wie Xo, wie der Vergleich mit reinen Substanzen im System Butylacetat- 
Butanol-Dibutylather (6:1:1)/10°/, Na-Kresotinat zeigte!. Eine dritte 


1 Freundlicherweise von Herrn Dr. Manncoup durchgefiihrt. 


Uber die Bildung des Actinomycin X 5 


noch langsamer wandernde X)-Komponente ist besonders bei den 
Praparaten aus den Nahrbéden Ib, Ic, I1b und IIIc vorhanden. Bei 


Ilc tritt sie sogar als Haupt- 
komponente auf (siehe Abb. 2). 

Glycerin-KNO,: X, ist auch 
hier die Hauptkomponente. 
Daneben tritt X, in wechseln- 
den Konzentrationen auf. Die 
auf den Glycerin-Glykokoll- 
Nahrbéden oft sehr stark ge- 
bildete langsam wandernde X,- 
Komponente fehlt meist voll- 
standig. Im Bereich Xo, — Xy, 
ist vielfach eine diinne Zone 
vorhanden. Von besonderem 
Interesse ist das Auftreten von 
X, in Spuren bei Ila, IVb 
und IV ¢ (siehe Abb.3). 


Stamm Ital 1131 

Die Actinomycinbildung war, 
dem schlechten Wachstum 
entsprechend, auf den KNO,- 
Nahrbéden sehr schwach, aber 
tiberall gleichmaBig zwischen 
7 und 9 mg/l. Auf den Glyce- 
rin-Glykokoll-Nahrbéden war 
insbesondere bei mittlerem 
C:N-Verhaltnis eine  starke 
Actinomycinbildung zu ver- 
zeichnen (siehe Tab. 4). 

Beiden verschiedenen Glyce- 
rin -Glykokoll - Kombinationen 
wechselt das Verhaltnis X, zu 
X, sehr stark. Bei den Prapa- 
raten, die aus den Nahrbéden 
mit mittlerem oder niederem 
C:N-Verhaltnis gewonnen wur- 
den, sind beide in etwa gleicher 
Menge vorhanden. Mit héherem 


Abb. 1. Zusammensetzung der auf den Glycerin- 
Glykokoll-Nihrbjden Ia bis ILd vom Stamm 
Wind 756 gebildeten Actinomycine 
[System BuAc-DBA (3:1)/10°/) Na-Kresotinat] 


Abb. 2. Verhalten der Priiparate Wind 756 Glyeerin- 
Glykokoll Ia bis 11d im System Bu-DBA (2:3)/10°/, 
Na-Kresotinat 


C:N-Verhaltnis wird immer weniger X, gebildet. Inder Reihe Ia, ITa, Ila 
und [Va nimmt alsoder X,-Gehalt ab. Beil Va ist kaumnoch X, vorhanden. 
Mindestens 2 X)-Komponenten werden in wechselnden Mengen gebildet. 
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Bei den von den Glycerin-KNO,-Nahrbéden gewonnenen Praparaten 
ist X, tiberall die Hauptkomponente. X, wird besonders schwach auf den 
Nahrbéden Ic, Ile, IIb und 
IV b gebildet. 


Stamm Halde 1160 


Der Actinomycingehalt war 
zur Zeit der Aufarbeitung 
bei den Glycerin-Glykokoll- 
Nahrbéden bei mittlerem 
C:N-Verhaltnis 10—25 mg je 
Liter und wurde mit stei- 
gendem und fallendem C:N- 
Verhiltnis kleiner. Auf den 
KNO,-Nahrbéden lag die 
Actinomycin-Ausbeute zum 
Teil bei 5 mg/l meist jedoch 


unter diesem Wert. 
Abb. 3. Zusammensetzung der auf den Glycerin- _ Wi < 
KNO,-Nihrbéden Ile, Illa bis IVd yom Stamm Das Verhaltnis der Actino- 


Wind 756 gebildeten Actinomyci : : 

favaten BAM DEA (ecto, Na. Kresotinat] myn xX, und Xs zeigte 
dieselbe GesetzmaBigkeit wie 

beim Stamm Jtal 1131. Actinomycin X, ist die Hauptkomponente 
(stirker als bei Jtal 1131). Der Actinomycin X,-Anteil nimmt mit 


Tabelle 4. Stamm Ital 1131, Actinomycinbildung auf verschiedenen 
Glycerin-Glykokoll-Nahrbéden in Milligramm/Liter 


°/, Glykokoll 


Glycerin 
"fo 0,1 0,25 0,35 | 0,5 
1 50 130 70 45 
2 80 170 180 90 
3 50 140 185 140 
5 40 105 155 170 


steigendem C:N-Verhaltnis ab. Auf den Nahrbéden HIc, IVe und 
IVd wird viel Actinomycin Xy gebildet. 


Gewinnung von Actinomycin X, und X, 

Wie die vorhergehenden Versuche gezeigt haben, bildet Stamm 
Wind 756 in den Nahrlosungen Glycerin-K NO, Ila, [Vb und IV ¢ etwas 
Actinomycin X;. Um diese Actinomycinkomponente praparativ zu 
gewinnen, setzten wir 150 P-Kolben mit je 11 der Nahrlésung At (5°/, 
Glycerin; 0,25°/) KNO;) und 50 Kolben mit je 11 der Nahrlésung B? 


1 Minerallésung siehe oben. 
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(5°/, Glycerin; 0,35°/, KNO,) an. Nach der Beimpfung bebriiteten wir 
die Kolben in Ruhekultur bei 28°. In Abstinden von etwa 1 Woche 
ernteten wir je 3 Kolben und bestimmten py, Mycelgewicht, die Wirk- 
samkeit des Kulturfiltrates und die Menge des gebildeten Actinomycins 
(siehe Tab.5 u. 6). Das aus der Kulturlésung gewonnene Actinomycin 
wurde papierchromatographisch untersucht. 


Tabelle 5. Fermentationsverlauf beim Stamm Wind 756 in der Nahrlésung A 
(5°/) Glycerin, 0,25°/, KNO3) 


F Mycel- 
iene Cee DpH Tere ae ae 

11 3 6,2—6,4 0,8 7 

18 3 6,8—7,2 2,5 26 

26 3 6,0—6,2 253 57 

39 | 3 7,4—7,6 ily 45 

47 3 9,0 1,5 3 

52 120 9,0 ley 


Tabelle 6. Fermentationsverlauf beim Stamm Wind 756 in der Nahrlésung B 
(5°/) Glycerin, 0,35°/) KNO,) 


: ; Mycel- ti 4 
ion | soles | pir cles aoc Ah Soe 
| | g/l 
12 3 6,4—6,6 1,0 20 
19 3 6,6—7,0 3,1 48 
PAT 3 6,2—6,4 3,0 65 
48 3 9,0 2,4 28 
51 30 9,0 2,5 | — 


31 Kulturlésung wurden 2mal mit je 750 cm® Butylacetat ausgeschiittelt. Die 
vereinigten BuAc-Extrakte engten wir im Vakuum ein und fallten aus dem Konzen- 
trat das Actinomycin mit Petrolather. 

Das Mycelgewicht hat in beiden Nahrlésungen schon am 18. bzw. 
19. Tage das Maximum erreicht. Die Actinomycinmenge nimmt noch bis 
zum 26. Tag zu. Dann fallen Mycelgewicht und Actinomycingehalt ab. 
Der px-Wert steigt in beiden Nahrlésungen erst an, fallt nach Beendi- 
gung des Wachstums ab (beide Kulturlésungen enthalten einen Uber- 
schuB an Glycerin und zeigen daher Séurebildung) und steigt dann 
infolge Autolyse an. 

Bis zum 48. Tag war auf keinem der angelegten Chromatogramme 
Actinomycin X, zu sehen. Alle Praparate zeigten ein ,normales Actino- 
mycin-Gemisch** mit X, als Hauptkomponente, den Nebenkompo- 
nenten X, und verhaltnismaBig viel X>. Erst die am 48. Tag geernteten 
Kolben zeigten daneben noch Spuren von Actinomycin X;. Wir ernteten 
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deshalb am 51. bzw. 52. Tag die Hauptmenge der Kolben. Der Rest der 
Kolben wurde weiter bebriitet. Es zeigte sich jedoch auch nach mehreren 
Wochen in diesen Kolben keine weitere X,-Bildung, vielmehr trat als 
Folge des hohen py-Wertes ein weiterer Actinomycin-Abbau ein. 

Die Kulturlésungen aus 150 P-Kolben riihrten wir 2mal mit 
Butylacetat aus, engten die vereinigten Butylacetatextrakte (aus Kultur- 
lésung A und B) im Vakuum ein und trennten das Actinomycin- 
Gemisch an einer Cellulosesiiule im System Butylacetat/10°/, Na-Kreso- 

tinat auf. (Methodik siehe BROCKMANN u. 
Tabells Tee asqamensce ae GRONE 1954.) Ergebnis siehe Tab.7. 
des vom Stamm Wind 756 in Das Roh-Actinomycin X, wurde erneut 
den Nihrlésungen A und B einer Reinigung an einer Cellulosesdule 
gastos (System wie oben) unterzogen. Von den 
X, (4 Zonen) 357mg sich ausbildenden 4 Zonen bestand die am 
Xy 333mg schnellsten laufende aus einem gegen Bac. 
a 1508mg  sybtilis unwirksamen Stoff. Dann folgten 
Roh-X, 83 mg : E 2 
as die Actinomycine X,, X, und Spuren von Xp. 
Geeta ee aece Le Die Siule wurde zerschnitten und die 
einzelnen Komponenten eluiert. Nach Ein- 
engen der Butylacetatextrakte nahmen wir die Actinomycine X, und 
X, in Essigester auf und lieBen diesen langsam verdunsten. Actino- 
mycin X, kristallisierte in Nadelbiischeln. Bei Actinomycin X, trat keine 
Kristallisation ein. Eine weitere Reinigung war bei der geringen Menge 
nicht moéglich. Ausbeuten 


Actinomycin X, 9,7 mg krist. 
Actinomycin X,etwa 2 mg. 


Kigenschaften der Actinomycine X, und X, 


4 mg des kristallisierten X,-Priparates wurden bei 103° 18 Std. im 
Hochvakuum getrocknet, um die letzten Losungsmittelreste zu entfernen. 
Von diesem Préparat wurden die UV- und IR-Spektren aufgenommen. 
Beide Spektren weichen vom Typ des Actinomycin-Spektrums nicht 
wesentlich ab. Die spezifische Extinktion im UV ist geringer als bei den 
Actinomycinen X, und X, 

Die Wirksamkeit gegen Bac. subtilis war etwa die eines Actinomycin- 
I-Standardpraparates. 

Das Verhalten des Actinomycin X, in beiden Verteilungssystemen und 
des Actinomycin X, im System BuAc-DBA (3: 1)/10°/, Na-Kresotinat 
zeigen die Abb.4 u. 5. Im System Bu-DBA (2: 3)/10°/, Na-Kresotinat 
zeigte Actinomycin X,denselben Rre-Wert wie Actinomycin C,. (Siehe auch 
BROCKMANN u. GRONE 1954.) 
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Wie die Aminosaure-Analyse+ ergab, enthalten die beiden Actinomycine 
X; und X, Threonin, Sarkosin, Prolin, Valin, Isoleucin und N-Methyl- 
valin. Daneben entwik- 
keln sich bei beiden Ac- 
tinomycinhydrolysaten 
im Aminosadure-Chro- 
matogramm noch andere 
Zonen, die aber nicht 
identifiziert wurden. 


Schlu8betrachtung 


Wie die Versuche zeig- 
ten, ist die Zusammen- 
setzung der gebildeten 
Actinomycine stark 
vom C: N-Verhaltnis des 
Nahrbodens abhangig. 


Die Stamme [tal LIST Abb.4. Vergleich der Actinomycine X,; und X, mit Actinomy- 
. cin X- und C-Gemischen im System BuAc-DBA (3:1)/10°/, 
Halde 1160 und Wind Na-Kresotinat 


756, die zu den verschie- 
densten systematischen 2 
Gruppen zu rechnen . 
sind (siehe FROMMER 
1959), zeigen dieselbe 
GesetzmaBigkeit in be- 
zug auf die Bildung der 
Actinomycine X, und 
X,in Oberflachenkultur, 
Mit steigendem C:N- 
Verhaltnis nimmt der 
Anteil des X,im Gemisch 
ab. Es gelingt, durch 
Wahl des _ passenden 
C:N-Verhaltnisses- Pra- 
parate zu gewinnen, die 
nahezu kein Actinomy- 
cin X, enthalten. ee 

In einzelnen Nabrbo- Abb. 5. Vergleich des Actinomycin X, mit Actinomycin X- 
denkombinationen tre- und C-Gemischen im System Bu-DBA (2:3)/10°/) Na-Kresotinat 
ten verschiedene Xpo- 
Komponenten so stark hervor, da sie zu den Hauptkompo- 
nenten zu rechnen sind. Die Gewinnung einzelner X)-Komponenten 


1 Fiir die Ausfithrung der Analysen méchte ich Herrn Dr. C. H. Sitrye danken. 
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im praparativen MaBstab ist bei solchen Praparaten natiirlich sehr 
erleichtert. 

Martin u. Pampus (1956) beschreiben die Anderung des Komponen- 
ten-Verhaltnisses unter den verschiedensten Nahrbodenbedingungen in 
Submerskultur. Sie finden bei einem Stamm bei Erhéhung des C:N- 
Verhaltnisses der Kulturlésung einen Anstieg des X)-Anteils im Gemisch. 
Dies steht den eigenen Befunden entgegen, wo meist bei mittlerem C :N- 
Verhaltnis der héchste X,-Anteil im Gemisch gebildet wird. Beide Ergeb- 
nisse sind jedoch nur bedingt vergleichbar, einmal weil die Untersuchun- 
gen von Marvin u. Pampus in Submerskultur erfolgten, vor allem jedoch 
weil die Dauer der Bebriitung bei beiden Untersuchungen verschieden 
lang war. Nach Martin u. Pampus wie auch Goss u. Karz (1957) andert 
sich die Komponentenzusammensetzung wihrend der Fermentation oft 
stark. In unseren Untersuchungen wurden die wahrend der Fermentation 
sich abspielenden Vorgange nicht beachtet und nur das Endergebnis 
untersucht. 

In den Schragréhrchen-Kulturen konnten nur beim Stamm Wind 756 
unter bestimmten Nahrbodenbedingungen die Actinomycine X, und X, 
aufgefunden werden. Diese Versuche waren in Schragrohrchen- und in 
Oberflachenkultur in P-Kolben zu reproduzieren. Es zeigte sich bei der 
Untersuchung des Kulturverlaufes, da8 beide Actinomycine erst auf- 
treten, wenn die Autolyse eingesetzt hat. Die Ausbeute an beiden Actino- 
mycinen ist sehr gering. Eine Steigerung der Ausbeute ist wie SCHMIDT- 
Kastner erstmals gezeigt hat, durch Zugabe der in beiden Actinomycinen 
enthaltenen Aminosdéuren zu erwarten [s. Scumrpt-KAsTNER (1956) 
sowie Karz, Prenta u. StvaK (1958)]. 


Zusammenfassung 


Oberflachenkulturen Actinomycin X bildender Streptomycetenstamme 
liefern unter dem EinfluB verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoff- 
quellen und verschiedenem Kohlenstoff: Stickstoff-Verhaltnis sehr unter- 
schiedliche Actinomycinausbeuten und unterschiedliche Mengenverhalt- 
nisse der Actinomycin X-Komponenten X,, X, und X,. 

Bei den Staémmen Jtal 1131, Halde 1160 und Wind 756 nimmt mit 
steigendem C:N-Verhaltnis der Actinomycin X,-Anteil ab. Es gelang, 
auf mikrobiologischem Wege Praparate zu gewinnen, die nahezu kein X, 
enthalten. 

In einzelnen Nahrboden-Kombinationen treten verschiedene Actino- 
mycin X»-Komponenten so stark hervor, daB man sie zu den Haupt- 
komponenten rechnen muB. 

Es gelang, Nahrbéden zu finden, auf denen, wenn auch wenig, so doch 
regelmaBig Actinomycin X, gebildet wird. 
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Wie Versuche in P-Kolben zeigten, sind die Actinomycine X, und X, 
typische Autolyse-Produkte. Sie werden in nachweisbaren Mengen ge- 
bildet, wenn der Mycel- und Actinomycin-Abbau bereits eingesetzt hat. 

Es gelang, durch Saéulenchromatographie einige Milligramm Actino- 
mycin X,; und X, rein zu gewinnen. Das Actinomycin X, konnte zur 
Kristallisation gebracht werden. ; 

Einige Eigenschaften der Actinomycine X, und X, wurden untersucht. 


Herrn Professor Dr. H. BRockKMANN mochte ich fiir seine Unterstiitzung danken. 
Herrn DrmteR BACHMANN danke ich fiir seine technische Hilfe. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft méchte ich fiir die Gewahrung eines 
Stipendiums meinen Dank sagen. 
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Pantothenic Acid in Relation to the Fat-Forming 
Mould: Penicillium lilacinum Thom 


By 
KAISER NAGUIB 


With 1 Figure in the text 
(Eingegangen am 11. April 1959) 


Vitamins and vitamin-like substances have attracted the attention of se- 
veral workers to study their effects on microorganisms in different respects. 


For promoting rate of growth in order to get higher yields of cellular material, 
Oprntsova (1940) used thiamine with Torula utilis, and OLSON and JOHNSON (1949) 
used biotin and pantothenic acid in yeast. WOOSTER and CHELDELIN (1945) reported 
a stimulatory effect of pantothenic acid, pyridoxine, biotin and thiamin on growth 
of Penicillium digitatum. In connection with fat formation, WoopBINE (1951) could 
get higher fat yields with thiamine alone in cultures of Penicillium javanicum and 
Penicillium soppi. Nacurp (1958) using Penicilliwm lilacinum obtained higher fat 
contents in the fungal mycelium through addition of riboflavin. Vitamins could also 
be used successfully to promote fat synthesis in young rats (McHenry and Gavin 
1938) and in pigeons (McHenry and Gavin 1939). 


The aim of the present-study is to trace the effect of pantothenic acid 
on growth and fat formation, when added to cultures of Penicillium 
lilacinum. The fungus was grown on a high sugar-salts medium highly 
conducive to synthesis of fat. This work forms a part of an investigation 
directed at studying the effects of vitamins and other cultural factors on 
growth and metabolism of Penicillium lilacinum particularly in relation 
to fat formation. 


I. Materials and Methods 


1. The organism. The fungus used in the present investigation was Penicillium 
lilacinum Thom. brought from the Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, 
Holland. It was subcultured and grown for sporulation on Dox’s agar medium. 

2. Cultural conditions and composition of media. Surface cultures were 
grown in 100 ml conical flasks containing each 25 ml of a basal medium made up 
of (g/100 ml) : sucrose, 17; NaNO,, 0.64; NaH,PO, : 2H,O0, 0.73; K,SO,, 0,011; 
MgSO,: 7H,0, 0.5; ZnSO,-7H,O, 0.005; FeCl, - 6H,0, 0.016. The medium was 
adjusted to py 6.8, and was then made up to volume with distilled water. This 
medium was found by NaGurs and WALKER (1958) to be promotive to fat formation 
by Penicillium lilacinum. The flasks were plugged and autoclaved at 15 lb for 
15 minutes. They were then aseptically inoculated with a spore suspension prepared 
from 2 week-old slant cultures and incubated at 25°C. The vitamin was added when 
complete surface mats have just been formed i.e. after 5 days from inoculation. 
At this stage, as has been found from preliminary experiments, active fat formation 
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starts to take place. The vitamin used in the present work was pantothenic acid 
added in the form of its calcium salt together with 4.2 mg/100 ml of MnCl, - 4H,0. 
The latter salt was also added to the control samples. The vitamin and the salt 
solution were added aseptically and cautiously beneath the mycelial mats without 
wetting the upper mycelial surface. The vitamin concentrations used were 0.1, 1.0, 
and 2.5 mg/100 ml. The culture flasks were incubated again and estimation of the 
sugar content of the culture media 
as well as the dry weight and fat 
contents of the mycelial mats were 


—9 Control 


-—-0 3 /mg/oml Ca Puleieie, “ 


carried out directly after addition Lie 5,0 
7 


5 


of the vitamin and then after 3, 
6, and 9 days. At each interval, 
quintuplicate sets were withdrawn 
for analysis. 

3. Methods of analysis. The 
mycelial mats were filtered off, 
thoroughly washed and then air 
dried for 24 hours. They were sub- 
sequently kept in a vacuum oven at 
70°C for one hour for complete 
dryness. The dry mycelia were weig- 
hed and then ground into a fine 
powder for fat extraction. 

The filtrate and washings were 
made up to volume and the sugar 
content was estimated by a modified 
Schaffer-Hartmann’s method in the 
manner described by Sard and 


SS 
i) 
Dry weight of the /tycelial akg 


Sugar content of the edwm, g/100 mi 
S 


ia 


| 0 
Nacuts (1953). op 5 8 // Mf 
Estimation of fat in the mycelial Days of Lneubation 
mats was carried out as given by Fig. 1. The sugar content of the culture media 
WoopBINE, GREGORY, and WALKER and the dry weights of the mycelial mats of Peni- 
(1951). cillium lilacinum during the incubation period 


II. Experimental Results 


1. Sugar uptake. The sugar content of the culture media (Fig. 1) 
dropped progressively as fungal growth was proceeding. Addition of 
calcium pantothenate at all concentrations tested caused retardation in 
the rate of sugar uptake. The retarding effect of the vitamin was pro- 
portional to its concentration. This was maintained until the end of the 
experiment in the highest concentration only, but in the two other 
concentrations, the amounts of sugar absorbed were not different from 
those in the pantothenate-free cultures. 

2. Dry weight of the mycelial mats. As can also be noted from 
Fig.1, the rate of growth was first suppressed by the presence of panto- 
thenate in the culture media at all concentrations used. During the 
latest period of the experiment the pantothenate was so stimulatory to 
growth that heavier mats could be obtained in the pantothenate- 
supplied cultures. 
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Table 1. The effect of addition of calcium pantothenate to cultures of Penicillium 
lilacinum on fat content of mycelium 


Days of Incubation 


Vitamin 
Concen- 5* 8 an 14 
tration 
total total é total ; total 
ris ones WP "Io (g) [o (g) Io (g) "lo 
a 
0 121 32.79 1385 38.10 PRAM 45.87 
0.1 0.47 30.50 0.98 28.08 1.79 37.97 2.56 50.00" 
1.0 1.01 30.54 1.70 36.64 3.06 55.93 
2.5 0.98 28.54 1.61 So:De 2.81 52.07 


* Vitamin was added after 5 days from inoculation. 


3. Fat content of the mycelial mats. Results of fat extraction 
given in Table 1, show that the pantothenate was also inhibitory to fat 
formation during the first and second periods after addition of the 
vitamin. But during the latest period, fat synthesis was so accelerated by 
the pantothenate that at 1 mg/100 ml of medium, a fat yield amounting 
to about 56°/, of the dry weight of the mycelial mats, compared with 
about 46°/, in the vitamin-free cultures, could be obtained. 


III. Discussion 

Investigations carried out on the effect of pantothenic acid on the growth and 
metabolism of microorganisms, as far as the author is aware, were mostly, on the 
pantothenate-deficient organisms (Leonran and Litiy 1942; LockHEapD and 
LANDERKIN 1942; BURKHOLDER 1943; Tarum and BEADLE 1945, etc.). With self 
sufficient fungi, WoosTeR and CHELDELIN (1945) reported that pantothenate was 
stimulatory to growth of Penicilliwm digitatum. 

In the present investigation, however, there was an inhibition to sugar 
uptake by pantothenate during the growth of Penicillium lilacinum and 
this inhibition was reflected by a lower rate of growth as indicated by the 
dry weight increase. By the end of the experiment, although the amounts 
of sugar absorbed in the pantothenate supplied cultures did not exceed 
the controls but were even lower in the highest pantothenate concen- 
tration, yet the dry weights of the mycelial mats grown on media 
supplied with pantothenate could exceed the controls. This may be 
explained on the assumption that the sugar was first broken down into 
some other intermediate compounds such as alcohol or organic acids and 
these remained in the external medium and were later utilised by the 
fungus in building up cellular material. The accumulation of alcohol or 
organic acids in the external media and their later utilisation by the 
fungus are not uncommon among fungi. This has been recorded by 
PritHaAM and ANDERSON (1937) with Fusarium lycopersict. SCHOPFER 
and GuILLOUD (1945) and Foster (1949) reported a similar case with 
cultures inhibited by an external supply of thiamine. 
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It was further revealed that the increase in dry weight during the 
latest interval was apparently due to fat synthesis. Nagurp and WALKER 
(1958) have shown that the same organism could continue to build up 
fat even after depleting the culture medium of its sugar content, on the 
expense of stored carbohydrates. In the present work, it was also found 
that higher amounts of fat were synthesized in the presence of panto- 
thenate. A fungal mycelium containing a total fat amounting to about 
56°/, could be recorded in the 14 day-old cultures which have been 
supplemented with pantothenate at the level of 1.0 mg./100 ml. medium. 
This may further support the above assumption that in the presence of 
pantothenate higher amounts of alcohol or organic acids have accu- 
mulated in the external media, and these were later utilised in fat 
synthesis. Sufficient evidence was put forward by several investigators 
as to the synthesis of fat through C, compounds such as ethanol and 
acetaldehyde (FosTER 1949). Pantothenic acid has been reported to play 
a role in fat synthesis by McHrnry and Gavin (1941). 


Summary 

Penicillium lilacinum was grown in a synthetic medium highly 
conducive to fat formation. Calcium pantothenate was added to fungal 
cultures when 5 days old at 3 different concentrations, namely, 0.1, 1.0, 
and 2.5 mg/100 ml medium. Sugar uptake was suppressed at the three 
experimental concentrations. Growth was first suppressed but was later 
accelerated. Fat formation was also suppressed at first but later the fat 
content of the vitamin-supplied cultures exceeded the controls and a fat 
content amounting to 56°/, could be obtained with 1.0 mg vitamin/100ml 
medium, compared with about 46°/, for the controls. It is assumed that, 
during suppression of growth, alcohol and other intermediate products 
may have accumulated and were later utilised in fat synthesis. 
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Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Frankfurt am Main 


Uber modifikative und mutative L-Formen 
von Proteus vulgaris 


Von 
LIESELOTTE BLOSS-BENDER* 


Mit 5 Textabbildungen 


(Eingegangen am 8. April 1959) 


Drenzs sowie Dawson u. Hoppy zeigten 1939, daB die 1935 von 
KiIeNEBERGER beschriebenen kugeligen bis granuléren L-Formen 
(large bodies, ,,protoplasts”) in Bakterienkulturen keine selbstandigen 
Organismen, sondern aus Bakterien umgewandelte Formen darstellen. 
Die zahlreichen bisher erschienenen Publikationen befassen sich meist 
mit der Morphologie oder Physiologie dieser Individuen. Die vorliegenden 
Untersuchungen sollen unter anderem einen Beitrag zur Genetik der 
Bakterien-L-Formen liefern. 

Die abweichende Beschaffenheit der L-Formen von normalen Bakterien 
kann zwei Ursachen haben: 1. Durch Kultivierung inz.B. penicillinhaltigem 
Nahrmilieu kénnen Bakterien in die ,,instabile“‘ L-Form umgewandelt 
werden. Dieser Vorgang wird durch eine Milieuverainderung verursacht : 
Aus einem Stabchen entsteht die L-Modifikante. Wird der L-Modi- 
fikanten das Penicillin wieder entzogen, dann bilden sich aus den ,,large 
bodies‘ Stabchen zuriick, die Revertanten. 2. Bleibt der Unterschied 
zwischen L- und Normalform im gleichen penicillinfreien Milieu tiber 
viele Generationen erhalten, dann muf ein Erbunterschied vorlegen. 
Dies trifft bei der ,,stabilen‘‘ L-Form zu; denn sie wird auch auf penicillin- 
freiem Nahrboden nicht wieder zum Stabchen. Wir nennen diese ,,stabi- 
len‘’ L-Formen daher L-Mutanten. L-Mutanten kénnen unter Um- 
stinden durch Riickmutation, d.h. durch zum Ausgangsphan verlaufende 
Mutationsschritte, wieder zu Stabchen werden, den Rickmutanten. 

Die L-Modifikante ist anscheinend eine Zelle, bei der durch das 
Penicillin bestimmte Fermente der Zellwandentwicklung gehemmt 
werden. Auf L-Mutanten kénnte das Penicillin in zweierlei Weise wirksam 
sein: Spontan entstandene L-Mutanten kénnten nicht nur die Penicillin- 
behandlung iiberstehen, sondern die Penicillinvergiftung sogar besser 


* Dissertation der Naturwissenschaftlichen Fakultat der Universitat Frankfurt 
(1958). Jetzige Adresse der Verfasserin: Dr. L. Buoss, Tuskegee Institute, Ala. 
USA. 
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uberleben als die L-Modifikanten (Selektion). Andererseits konnte durch 
das Penicillin eine Erhéhung der Mutationsrate zur L-Mutante bewirkt 
werden (Induktion). In diesem Fall wiirde das Penicillin als Mutagen 
wirken. Nach den bisherigen Erfahrungen der Bakteriengenetik losen 
Mutagene jedoch keine gerichteten Mutationen aus, d.h. Mutations- 
ereignisse vorwiegend zur besseren Anpassung. Penicillin zihlt nicht zu 
den Mutagenen (BARTHELMEss 1956); daher ist die erste Hypothese die 
wahrscheinlichere. Alle bisher beschriebenen Verfahren zur _,,Stabili- 
sierung*‘ der L-Modifikante kénnen als Selektionen von L-Mutanten ver- 
standen werden. 

Die Erbdifferenz zwischen L-Mutante und Stibchen kann genisch oder 
plasmonisch sein. Die L-Mutante weist starke morphologische und 
physiologische Unterschiede gegeniiber normalen Zellen auf. Daher sind 
vielleicht nicht nur ein, sondern mehrere Mutationsschritte fiir die 
Penicillinunabhangigkeit verantwortlich. 

Der Selektionsvorteil der L-Mutante gegentiber der L-Modifikante ist 
wahrscheinlich nur gering, wenn tiberhaupt vorhanden. Andernfalls 
mite in penicillinhaltigen Nahrbdden die L-Mutante schnell angereichert 
werden. Dagegen sprechen die bisher publizierten Ergebnisse und eigene 
Beobachtungen. 

‘L-Modifikante und L-Mutante sind demnach genisch und physiologisch 
verschieden. Die L-Modifikante stellt nur eine Phanokopie der L-Mutante 
dar. Beobachtungen an der einen Form berechtigen daher nicht zu 
Schliissen auf die andere. 

In der vorliegenden Arbeit sollen die Zusammenhange zwischen Aus- 
gangs-Bakterienstammen, ,,instabilen“ und ,,stabilen‘‘ L-Formen, rever- 
tierten und riickmutierten Bakterien studiert werden. 


A. Material und Methoden 


Der Bakterienstamm Proteus vulgaris 52 (DimNES) wurde mit Penicillin in die 
L-Modifikante umgewandelt (LinBERMEISTER 1953) und in Brain-Heart-Agar 
(Difco) mit Penicillin- und Serumzusatz in GuBplatten kultiviert (im folgenden als 
Penicillin-Serum-Passage = PSP bezeichnet). Die Staibchenstamme 62/R und 
§2/R, sind die von der L-Modifikante 52 1 auf penicillinfreiem Nahrboden zuriick- 
geschlagenen Bakterien. 52/R wurde nach 232 PSP und 52/R, nach einer PSP auf 
penicillinfreiem Nahrboden isoliert. Beide Staémme hatten das den normalen 
Elterbakterien eigene Schwarmphainomen verloren. $2/L und 62/LK sind L- 
Mutanten von Proteus vulgaris 52, von denen 52/L nach 181 PSP durch Uber- 
impfen von Einzelkolonien auf penicillinfreies Substrat isoliert werden konnte, 
wahrend der andere von SEIFrFERT (Miinchen) isoliert und uns von Herrn Priv. Doz. 
Dr. LInBERMEISTER zugeschickt wurde. Der Proteusphage ,,d“ wurde uns mit dem 
Indicatorstamm Proteus vulgaris 46 freundlicherweise von Herrn Priv. Doz. Dr. 
Branotis (Frankfurt) tiberlassen. 

Zur UV-Bestrahlung wurden die in 20—30 ml Saline suspendierten Bakterien oder 
L-Formen in einer Petrischale auf leicht geneigtem Drehtisch der UV-Lampe aus 
29,5cm Entfernung ausgesetzt (Niederdruck-Hg-Lampe HNS 12-Osram, auf 
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3 x 6cm abgeblendet; Beleuchtungsstarke 18,7 erg/sec.mm?). Durch Drehen des 
Tisches wahrend der Bestrahlung wurde die Suspension gut durchmischt. 

Zum Zahlen der Bakterien, L-Formen und Phagen wurden GuBplatten in 
iiblicher Weise angelegt. 


B. Versuchsergebnisse 
1. Unterschiede zwischen L-Modifikante und L-Mutante 
(521 und 52/L) 
a) Wachstumsgeschwindigkeit 


Die Mutation zur stabilen L-Form ist bei Proteus vulgaris 52 ein sehr 
seltenes Ereignis. Die Isolationschance hangt nicht nur von der Muta- 
tionsrate, sondern auch von der Wachstumsgeschwindigkeit ab. Besserer 
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Abb.1. Gemeinsame Wachstumskurve fiir die L-Mutante 52/L (x—x ) und die L-Modifikante 
521(+—-+); die gleiche Kurve mit logarithmierten Extinktionswerten (e—e) 


60 


Wuchs mii®te der Mutante einen Selektionsvorteil verleihen und damit 
zur Anreicherung in der Kultur fithren. In dem folgenden Versuch wurden 
deshalb die Wachstumsgeschwindigkeiten der L-Mutante 52/Z und der 
L-Modifikante 52 1 bestimmt. 


Da sich die Zellen beider Stamme in fliissigem Medium nur schlecht vermehrten, 
wurde versucht, den Zuwachs in Agarmedium photometrisch zu messen. Dazu 
wurde in zwei Photometerkiivetten eine diinne Brain-Heart-Agarschicht mit, 15°/, 
Serum und 1000 iE Penicillin je Milliliter hergestellt, die L-Formen je eines der beiden 
Stamme gleichmaBig verteilt enthielt. Das Instrument (Zeiss/Elco Il) wurde auf den 
nicht bebriiteten Nahrboden mit den Keimen geeicht. Die Kulturen wurden bei 
37°C bebriitet, die Triibungszunahme wurde in verschiedenen Zeitabstinden 
gemessen. Bei der Zunahme an triibendem Material war zu beachten, daB die 
Entwicklungsstadien der L-Formen, wie Granula und lysierte Blasen, mit in die 
MeBwerte eingingen. Dieses tote Material und auBerdem ein am Ende des Versuches 
sich entwickelnder gelbbrauner Farbstoff gaben der Methode eine gewisse Unsicher- 
heit. 


Die Kurven beider Stéimme waren identisch (Abb. 1). Die Zunahme an 
absorbierender und streuender Substanz war also fiir 52/Z und 42 / gleich, 


d.h., ein Wachstumsvorteil fiir einen der beiden Stamme konnte nicht 
nachgewiesen werden. 
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Die Wachstumskurve scheint sich wie bei Bakterien aus Lag-, Log- 
und Stationaér-Phase zusammenzusetzen. Die logarithmierten Werte 
ergaben eine Kurve, die nicht deutlich linear ansteigt, d.h., es ist unsicher, 
ob sich die L-Formen nach der Wachstumsfunktion N = N, - e* re- 
produzieren, oder ob man fiir sie eine unregelmaBige Zerfallsteilung an- 
nehmen kann, wie sie GERBER (1955) fiir die PPLOs beschrieben hat. Die 
beiden tiber der extrapolierten Kurve liegenden Punkte gehen wohl auf 
den gebildeten Farbstoff zuriick, der schon von Tuasnz et al. (1950) und 
von SCHELLENBERG (1954) be- 
obachtet worden ist. oe 

Die Suche nach einem Se- os - HS 
lektionsvorteil fiir einen der 
beiden L-Stémme fiihrte zur 
Priifung ihrer Uberlebens- 
chancen in fliissigem Milieu. 


b) Absterberate 


Large Bodies vermehren 
sich wohl aus osmotischen 

a : eats Abb. 2. Abnahme der lebensfaihigen Elemente in 
Griinden kaum in Fliissig- fllissigem Milieu. L-Mutante 52/L (x—x), 
keiten. Sehr haufig sterben Ls Modinkamte, 62 8(-brrt:) 
sie darin nach und nach ab. 
Die Uberlebendenraten beider L-Stémme wurden daher verglichen. 


L-Mutante und L-Modifikante wurden in Brain-Heart-Bouillon mit Penicillin- 
und Serumzusatz eingeimpft und der Keimgehalt zu verschiedenen Zeiten bestimmt. 


Die Absterbekurven fiir beide Stamme (Abb.2) verlaufen praktisch 
parallel, d.h., die Absterberaten weichen kaum voneinander ab. 


2. Vergleich zwischen Wildstamm und Revertante 
(52 und 52/R) 


Die Indolreaktion war fiir Wildstamm wie Revertante negativ. Aus 
Dextrose wurde bei beiden Saure und Gas gebildet. Lactose blieb unan- 
gegriffen. Die Wachstumskurven in Brain-Heart and Nutrient-Broth 
waren identisch. Mit Hilfe der Gradientenplattenmethode (SzyBALSKI u. 
Bryson 1952) konnte festgestellt werden, daB beide Staémme gleicher- 
mafen gegen Penicillinkonzentrationen von 1- bis 10-10%iK/ml resistent 
waren. 

Nach diesen Versuchen schienen keine wesentlichen Unterschiede 
zwischen den Stabchenstémmen sowie zwischen L-Mutante und L-Modi- 
fikante zu bestehen. Die folgenden Untersuchungen aller 4 Typen auf ihr 
Verhalten gegen Bakteriophagen, UV und erhéhte Temperaturen 


gestatteten jedoch eine Differenzierung. 
9* 
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3. Versuche zur Differenzierung der Typen von Proteus 
vulgaris 52 


a) Reaktion gegeniiber Bakteriophagen 


Zu diesem Versuch wurden Gufplatten mit L-Modifikanten und L-Mutanten so 
angelegt, da die L-Formen einen dichten Rasen bildeten. Sofort nach Erstarren 
des Agars wurde die Phagensuspension in verschiedenen Konzentrationen tropfen- 
weise auf die Oberflache der Platten aufgesetzt und bis zu drei Tagen bei 37°C 
inkubiert. Die L-Formen erwiesen sich als phagenresistent, auch wenn Phagen und 
L-Formen in einer Variation des Versuches zusammen in die Keimschicht ein- 
gegossen wurden. In der gleichen Weise wurden die Stamme 46 (Indicatorstamm 
von Phagen ,,d“), 52, 52/R gepriift. 


Tabelle 1. Reaktion von Bakterien und L-Formen auf den Phagen ,,d“ 


es 
Verdiinnung 
Penge 10° 101 10° 10° 10° 10° O* Ko 
Stamm | 
46 el el cl scl 275 32 2 o 
52 el el 5000 56 5 _ — — 
52/R — = ee er = — 
52/ Ry 
52/L 
521 a 
scl = semi-confluente Lysis, cl = confluente Lysis, — = keine Plaques. 


Da sich der Revertantenstamm als resistent erwies, erhob sich die 
Frage, wie sich ein revertiertes Stabchen verhalten wirde, das nur eine 
einzige Passage als L-Modifikante gewachsen war und dann zuriick- 
gewonnen wurde (R,). Alle Ergebnisse sind aus Tab.1 zu entnehmen. 


Tabelle 2. Reaktion der Stimme 46, 52 und 52/R auf verschiedene Phagenstimme 


pea aL Sen Bs a a a 
Bakterium . e ‘ | . | : 
46 | sel el scl sel — 
52 | cl el cl cl — 
52/R | — — — = os 


Beide L-Stimme und beide Revertanten waren gegen den Phagen 
resistent. Hieraus ergab sich ein wichtiger Unterschied zwischen Wild- 
stamm und Revertante. 

Bei 52/R, hatte eine einzige PSP ausgereicht, um die Population des 
Wildstammes 52 soweit umzustellen, da dabei eine phagenresistente 
und unbewegliche Mutante dominierend wurde. Da nur jeweils ein 
geringer Anteil der zur L-Form modifizierten Zellen die Penicillin- 
,,Erkrankung“ iiberlebte, sich weiterentwickelte und revertierte, kam die 
andersartige genetische Beschaffenheit der Uberlebenden und dann 
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Revertierten wahrscheinlich durch die Selektion spontaner resistenter, 
unbeweglicher Mutanten zustande. Eine Mutationsauslésung durch das 
Penicillin oder den L-Zustand ist bisher nicht nachgewiesen und unwahr- 
scheinlich, miBte aber in ausfiihrlichen, speziellen Versuchen geprift 
werden. 

Der Unterschied zwischen Wildstamm und Revertante wurde noch 
unterstrichen durch die Tatsache, daB 52/R auch gegen drei andere 
Phagenstaimme resistent war, die fiir den Wildstamm durchaus infektids 
waren. Dies zeigt Tab.2, die 
bei der Suche nach einem Temperatur °C 
virulenten Phagen aufge- 40 50 60 20 50 
nommen und mir freund- 
licherweise von Herrn Priv. 
Doz. Dr. Branpis zur Ver- 
fiigung gestellt worden war. 


b) Inaktivierung durch erhohte 
Temperaturen 

Je eine Platinédse Bakterien 
(52 und 52/R) von Brain-Heart- 
Flissigkulturen (stat. Phase) 
wurden in 5 ml Brain-Heart- 
Broth suspendiert, bei den ent- 
sprechenden Temperaturen in 
einem Wasserbad je 20 min 
gehalten und danach die An- 
zahl der Keime bestimmt. Abb. 3. Hitzeinaktivierung der Stiimme 52 (o—o), 

Wie aus Abb. 3 hervorgeht, is aed Adeeaiicindiie einai haalbiais 
waren die Bakterien bis etwa 
50°C temperaturstabil. Zwischen 50 und 60°C fallen die Kurven von 52 und 
52/R steil ab. Innerhalb dieses Temperaturbereiches sank die Keimzahl bei 
dem Wildstamm um 4,5 und bei der Revertante um 3 Zehnerpotenzen. 
Von 60° C ab verlaufen beide Kurven nach einem Knick schwacher 
abfallend auf den Punkt bei_80°C zu. Von dem Stamm 452/R wurden 
unter gleichen Bedingungen immer noch 1 - 104 Bakterien je Milliliter 
gezahlt. Seine Population enthielt also einen ungleich héheren Anteil 
tiberlebender Zellen. Die L-Formen waren empfindlicher als die 
Stabchen. Viele Partikel von L-Mutante und L-Modifikante wurden 
schon bei 50°C abgetétet. Bei hoherer Erwarmung fallt die Kurve so 
stark ab, daB bei 60° C (L-Modifikation) und bei 65° C (L-Mutante) keine 
large bodies mehr tiberlebten. Die Mutante ist also hitzeresistenter als 
die L-Modifikante. Abgesehen von der Individualitaét jeder Kurve 
erkennt man deutlich den Unterschied zwischen Bakterien und L- 
Formen. 
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Durch die Hitzeinaktivierung lassen sich alle vier Typen unterscheiden. 
Die Hitzeresistenz steigt in der Reihenfolge L-Modifikation, L-Mutante, 
Wildstamm und Revertante. 


c) Inaktivierung durch ultraviolettes Licht 
Die UV-Inaktivierung ist weitgehend vom Zustand der zu inaktivie- 
renden Zelle, z.B. ihrem physiologischen Alter, abhangig. Nach HouTER- 
MANNS (1953) sind die Bakterien kurz nach der Teilung gegen UV-Strah- 
len am empfindlichsten, kurz davor am unempfindlichsten. 


Die Versuche wurden mit in der stationaren Phase befindlichen Bakterien und 
L-Formen durchgefiihrt. Dabei liegen die Individuen in vergleichbarem Zustand 


sec UV 
60 120 180 240 d00 360 420 480- 


Abb.4. Darstellung der Uberlebendenraten der vier Typen von Proteus 52 nach UV-Bestrahlung; die 
einzelnen Kurvenpunkte mit Angabe ihres mittleren Fehlers. Gleiche Zeichen wie in Abb.3 


vor. Stabchen und L-Formen wurden in Saline suspendiert, und die Proben in 
offener Petrischale bei Zimmertemperatur in verdunkeltem Raum bestrahlt, an- 
schlieBend in Saline verdiinnt und ausgeplattet. 


Die Mittelwerte aus den einzelnen Versuchen ergaben die semi- 
logarithmischen UV-Inaktivierungskurven (Abb.4). Alle vier Typen von 
Proteus 52 ergaben Mehrtrefferkurven. 52/R ist am empfindlichsten 
gegeniiber UV-Strahlen, 52/L ist am resistentesten. 

Die unterschiedliche Empfindlichkeit gegen UV-Strahlen sowie erhohte 
Temperaturen ist vielleicht als Grundlage fiir eine Methode zur Anreiche- 
rung von L-Mutanten geeignet. 


3. Genetische Analyse 
a) Voriiberlegungen zu den Versuchen 


Da sich die L-Mutante in vielen Higenschaften von den Stabchen 
unterscheidet, liegt die Frage nahe, ob ein oder mehrere Mutations- 
schritte (in einem oder mehreren Genen) zur stabilen L-Form fiihren. 
Haufig kénnen Genmutanten durch ,,riickwarts‘‘verlaufende Mutation 
wieder in den Elterzustand zuriickversetzt werden. Oft ereignet sich 
die Riickmutation mit einer etwas héheren Spontanrate als die Hin- 
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mutation. Wenn nur ein Mutationsschritt notig ware, um eine L-Mutante 
zu erhalten, dann kénnte vielleicht Riickmutation zu Stabchen zu 
beobachten sein. Der Vorgang ist aber nicht mit Sicherheit zu erwarten. 
Jedoch macht ein Vorkommen von echten Riickmutanten oder auch 
,,Suppressiven Reversionen“ die Hypothese einer Einschritt-Hinmutation 
wahrscheinlich. Griinde fiir das Fehlen echter Riickmutationen zum 
Eltern-Stabchentyp waren z.B. gegeben, wenn die ,,Riickmutation‘‘ an 
einem anderen Gen als die Hinmutation stattfinde (Suppressor-Muta- 
tion), oder wenn das Gen tiberhaupt irreversibel mutiert ware. Auch 
Defizienzen zeigen meist keine Reversionen. 

Niemals konnten wir auf Platten mit L-Mutanten eine spontane 
Riickmutante zu Stabchen beobachten. Das zeigt eine hohe ,,genetische 
Stabilitat‘‘ der L-Mutanten an. Da die meisten Mutationsraten durch 
Mutagene erhoht werden, wollten wir der Frage durch UV-Bestrahlung der 
L-Mutanten naher kommen. Die L-Mutanten-Stiémme 52/L und 52/LK 
haben beide den gleichen Elterbakterienstamm. Da sie aber zu verschie- 
dener Zeit isoliert worden sind, koénnten sie verschiedene Allele eines Gens 
oder isophane Mutationen verschiedener Loci repraésentieren. DEMEREC 
(1954) beschreibt im Zusammenhang mit der spezifischen Stabilitét ver- 
schiedener Gene gegen Mutagene mehrere Mutationstypen, die die gleiche 
phanotypische Abweichung zeigen aber verschiedene Riickmutations- 
raten haben. 

b) Versuche zur Auslésung von Riickmutationen 

Die UV-Dosis wurde so bemessen, daf der Keimtiter nach der Bestrahlung 
1—3 Zehnerpotenzen niedriger lag. Die Zahlplatten wurden jeweils fiinffach an- 
gelegt. Wegen der zu erwartenden niedrigen Mutationsraten muBte versucht werden, 
méglichst hohe Absolutzahlen an Uberlebenden zu erhalten. Dazu wurden fiir einen 
Versuch bis zu 50 Brain-Heart-Serum-GuBplatten angelegt, deren Keimschicht 
mit einem elektrischen Homogenisator (Ultra-Turrax, Janke u. Kunkel) zerkleinert 
wurde. Der dabei entstehende Brei wurde in Saline aufgenommen; die Agarpartikel 
wurden abfiltriert und das Filtrat mit den L-Formen mehrere Male in Saline 
gewaschen und dann bestrahlt. 

Daran schloB sich neben einer Bestimmung der Uberlebensrate ein Test auf 
Riickmutanten an. Unbestrahlte Kontrollen sollten spontane Riickmutanten an- 
zeigen. In 10 Réhrchen mit je 9 ml Brain-Heart-Serum-Broth wurde je 1 ml der zu 
untersuchenden Suspension gegeben. Die unbehandelten L-Formen wurden vor der 
Bestrahlung und die behandelten large bodies sofort danach in die Réhrchen 
eingefiillt und anschlieBend 4—7 Tage bebriitet. Ein riickmutiertes Stabchen hatte 
sich in dieser Zeit in dem reichen Milieu vermehrt und das Roéhrchen sichtbar 
getriibt. Die L-Formen selbst ergaben eine schwache Triibung, weil sie sich in dem 
fliissigen Nahrboden nicht vermehrten. 

Zur Entdeckung méglicherweise auftretender schwachwiichsiger Mutanten wurde 
nach 4 Tagen von den Fliissigkulturen ein doppelter Plattentest angelegt, d.h., eine 
GuBplatte und eine Ausstrichplatte. Die Bildung einer langsamwiichsigen ,,Riick- 
mutante“, die nicht in der Lage war, die Bouillon zu triiben, aber wenigstens einige 
Zellteilungen durchzumachen, hatte sich in ihren Deszendenten auf den Platten 
gezeigt. Verunreinigungen wurden so ebenfalls leicht identifiziert. 
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Die Ergebnisse sind in den Tab.3 u. 4 zusammengestellt. Fir 52/L 
wurde unter insgesamt 3 - 10° Uberlebenden nach UV-Bestrahlung keine 
Riickmutante gefunden. Die Kulturen in fliissigem Milieu zeigten auch 
fir 52/LK keine gutwiichsigen Stabchenmutanten. Im Nachtest auf GuB- 
platten wurden jedoch aus allen Versuchen nach einer Bestrahlungszeit 
von 3 min insgesamt 5 Stabchenkolonien isoliert, von denen drei weiter- 
kultiviert werden konnten. Bei diesen handelte es sich um 1—6 p lange, 


Tabelle 3. UV-Inaktivierung von 52/L sowie Befund iiber Riickmutanten 


Uberlebende/ml nach 
Ausgangs- Minuten UV Riick- 
titer/ml ] mutanten 
2 8 12 16 
4,6 - 10° 3,6 - 104 0) 
2,9 - 10° 1,3> 108 0 
6,1 - 108 3,1 - 108 0 
Bo Oe 157" £08 0 
1,0- 10° 1,4 - 107 1,8 - 10° 3,2 - 104 0 


Tabelle 4. UV-Inaktivierung von 52/LK sowie Betund tiber Riickmutanten 


Uberlebende/ml nach 
Ausgangs- Minuten UV Riick- 
titer/ml mutanten 
2 | 3 | 4 
7,3 - 10° Dio 10° 9,6 + 10° 5,6 - 10° 2 
6,1 - 108 Sei 108 2 
1,1- 107 So 08 1 


schlanke Stabchen von typischem Proteus-Habitus. Zwei Kulturen wuch- 
sen immer in kleinen opalescierenden Kolonien mit glattem Rand. Die 
dritte Kultur zeigte das Schwairmphinomen; Hinzelkolonien konnten 
hiervon nicht beobachtet werden. Alle drei Stéamme waren gramlabil und 
indolnegativ. Sie reagierten unspezifisch auf Dextrose und rochen schwach 
nach Ammoniak. 

Abschaitzung des Mutantengehaltes: Fiir die L-Mutante 52/LK lag 
der Gehalt an spontanen Stabchenmutanten niedriger als 10-1 bis 10-1 
(unter Beriicksichtigung aller bisher beobachteten Kulturen von 52/LK). 
Die Haufigkeit dieser Mutation nach einer mittleren UV-Dosis von 3 min 
betrug 5 unter etwa 2,5-10® tiberlebenden L-Zellen, also 2 - 10-°. 
Demnach wurde die Reversmutationsrate im Stamm 52/LK durch die 
UV-Bestrahlung mit einer Uberlebendenrate von etwa 10-1 um mindestens 
das 10000fache erhéht. 

Fir die Deutung der Ergebnisse ist natiirlich entscheidend, ob diese 
Kolonien Verunreinigungen oder tatsachlich ,,riickmutierte“‘ L-Zellen 
sind. Kontaminanten sind meist schnellwichsige Staphylokokken, 
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Sarcinen, Hefen oder Pilze. Auf den 560 Platten der Riickmutations- 
versuche ist mit Sicherheit tiberhaupt nur eine Kontaminante gefunden 
worden (Staphylococcus albus), jedoch 5 ,,Riickmutanten“. Wenn die 
fraglichen Bakterien nicht von Proteus 52/LK stammende Bakterien, 
sondern zufallige Kontaminanten waren, dann sollten sie auf die Ver- 
suchsplatten bzw. die Rohrchen zufallsgema8 verteilt gewesen sein. Die 
5 Kolonien kamen jedoch alle in den 180 Platten mit UV-bestrahltem 
Material und nur bei 52/LK vor. Die Wahrscheinlichkeit dieses Ereig- 
nisses ((180/560)> = 3,4 - 10-3) ist zu gering fiir die Annahme, die beob- 
achteten Kolonien seien zufallige Kontaminanten gewesen. Die Kolonien 
sind demnach mit hoher Wahrscheinlichkeit UV-induzierte ,,Riick- 
mutanten“ zur Stabchenform aus der L-Form 52/LK. 


Diskussion 

1. Hinfluf des Penicillins auf die Bakterien- Population 

Bei der Behandlung von Bakterien in der logarithmischen Wachstums- 
phase mit Penicillin werden praktisch alle Stébchen zu large bodies. 
Von diesen ist nur ein geringer Teil (nach LIEBERMEISTER 1953, 5—15°/)) 
reproduktiv, d.h. koloniebildungsfahig. Aus diesen L-Modifikanten ent- 
wickelten sich auf penicillinfreiem Substrat Revertanten, die im Gegen- 
satz zu den Ausgangsbakterien nicht mehr beweglich waren, gesteigerte 
Resistenz gegen erhéhte Temperaturen, starkere Empfindlichkeit gegen- 
tiber UV-Strahlen zeigten und 
resistent gegen vier verschie- 
dene Phagenstémme waren. 

Unter dem Einflu8 des Peni- CS -. Pamala Serum @ 


ohne Fentcilin —! i} 


cillins auf die modifikativen mit Penicillin © ole’ O Fassagen @ O° 
L-Formen muB8 eine Popula- oe o 7 eS. 
tionsverschiebung stattgefun- ohne Penicillin ert a 

den haben. Die Tatsache, daB 

bereits nach einer PSP Phagen- G-g = = 52/R C)= 021 
resistenz und Unbeweglichkeit @ -02/Rl C)=021, ysier! 


vorherrschten, zeigt die Ge- Abb. 5. Schematische Darstellung der Populations- 
schwindigkeit an, mit-der die  verschiebung infolge der Selektion durch Penicillin 
P lati d h di im L-Modifikationszustand (hell: Eltertyp; dunkel: 
gesamte opu ation dure o unbewegliche phagenresistente Mutante 52/R) 
Selektionswirkung des Penicil- 
lins auf einen neuen Bakterientyp umgestellt worden ist. Offenbar sind 
die durch Spontanmutation entstandenen phagenresistenten, unbeweg- 
lichen Zellen im L-Zustand vitaler als die Eltertyp-L-Zellen. Auf eine 
,schnelle“‘ Populationsverschiebung in Anwesenheit von Penicillin hat 
schon Bravun (1953) bei Brucella hingewiesen. Neu ist an unserem 
Beispiel die Umstellung der Population im Zustand der L-Modifikation. 
Die Vorginge sind im Schema Abb.5 zusammengefaBt. 
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2. Wachstumskurve der L-Formen 


Wie aus Abb.1 hervorgeht, fehlt der aus den logarithmierten Extink- 
tionswerten bestimmten Wachstumskurve der L-Formen ein eindeutig 
linearer Anstieg. Ware eine Gerade vorhanden, dann miif®ten sich die L-For- 
men nach der Wachstumsfunktion N = N, - e** reproduzieren. Aus dem 
Anstieg dieser Geraden kénnte dann die Wuchskonstante und Gene- 
rationszeit der wachsenden Kultur errechnet werden. In unserem Fall 
fiihrte diese Rechnung jedoch wegen Nichterfiilltseins der Voraus- 
setzungen zu falschen Ergebnissen: Die in den Agar eingebetteten large 
bodies entwickeln sich wahrend der Bebriitung zu Kolonien, die zu 
kompakten Massen kugelig oder ellipsoidisch in die drei Richtungen des 
Raumes wachsen. Dies fiihrt zwangslaufig zu Nahrstoffmangel fiir die im 
Innern der Kolonie liegenden Zellen und damit zu einer Wuchshemmung. 
Dariiber hinaus verursacht die Formanderung der lichtabsorbierenden 
Teilchen wahrend des Wachstums systematische Fehler bei der Extink- 
tionsmessung. 

Wie erwahnt, reproduzieren sich die L-Formen nicht durch Zwei- 
teilung. Vermehren sie sich durch zeitlich unregelmaBigen Zerfall, dann 
wird ein solcher linearer Anstieg ihrer logarithmierten Wachstumskurve 
nicht auftreten. 

Die Betrachtungen zeigen, daf aus der gemeinsamen Wuchskurve fir 
L-Mutante und L-Modifikante nur abgeleitet werden kann, daB sich die 
Stimme hinsichtlich ihrer Wachstumsgeschwindigkeit unter den vor- 
liegenden Bedingungen nicht merklich unterscheiden. 


3. Inaktivierung durch UV-Strahlen 


Die UV-Inaktivierungskurve der Modifikante ahnelt der des Wild- 
stammes mehr als der der Revertante, deren Genotyp die Modifikante 
wohl sicherlich besitzt. Die gegenseitige Beschattung der Zellen ist 
beriicksichtigt; sie betrug fiir alle Suspensionen trotz der unterschied- 
lichen Einzelquerschnitte rund 30°/o. 

Die geringe UV-Resistenz der St&ébchen und L-Modifikanten im Ver- 
gleich mit den L-Mutanten bei UV-Dosen von 90—180 sec ist vielleicht 
geeignet, nach der Methode von Wrrktn (1947), d.h. mit multipler Be- 
strahlung, L-Mutanten anzureichern. Die Bestrahlung der L-Modifikan- 
ten erscheint dabei giinstiger als die der Staibchen, weil die Modifikanten 
keinen merklichen Wachstumsvorteil gegeniiber den L-Mutanten auf- 
weisen. Eine Anreicherung von L-Mutanten direkt aus der Stabchen- 
population st6Bt auf Schwierigkeiten wegen der Schnellwiichsigkeit und 
Schwirmtatigkeit der Stibchen. In gleicher Weise ist wohl auch die 
unterschiedliche Reaktion der Typen gegeniiber hohen Temperaturen 
als Grundlage fiir eine Methode zur Anreicherung von L-Mutanten 
geeignet. 


Modifikative und mutative L-Formen von Proteus vulgaris 27 


4. Mutationsversuche 

Durch UV-Bestrahlung wurden ,,Riickmutanten‘‘ nur bei 52/LK 
induziert. 52/L ergab dagegen keine Stabchenmutanten. Dies ist offenbar 
ein Fall von ,,Mutagenstabilitat‘‘, wie er von DmemeErEc (1954a, 1954b, 
1955) mehrfach fiir Z. coli beschrieben worden ist. Die Ursache fiir dieses 
unterschiedliche Verhalten kann entweder darin bestehen, daB beide 
L-Typen durch Mutation verschiedener Genlocientstanden sind oder zwei 
verschiedene Allele desselben L-Gens enthalten. Natiirlich kann man 
auch an zwei verschiedene plasmonische Differenzen denken. Die Stabi- 
litat der L-Mutante 52/L gegen UV im Gegensatz zur Mutationsfahigkeit 
von 52/LK konnte aber auch dadurch verursacht sein, daB sie durch die 
Mutation zweier Gene aus der Staibchenform entstanden ist. Dann 
miuBten ja zwei unabhangige Mutationen gleichzeitig von UV induziert 
werden, um die Stabchenform riickzubilden. Die Wahrscheinlichkeit 
eines solchen Vorgangs ist als das Produkt der Wahrscheinlichkeiten der 
Einzelmutationen demnach sehr klein. Die L-Mutante 52/L erschien bei der 
Isolation aus der Penicillinkultur zunachst als kaum wachsender, zarter 
Schleier, und erst nach weiteren Uberimpfungen entstanden die besser 
wiichsigen, typischen L-Kolonien. Dieser Vorgang konnte so gedeutet 
werden, da8 in einem ersten Mutationsschritt die ,,Schleierform‘ aus der 
L-Modifikation entstand und in einem zweiten die eigentliche L-Form 
52/L. Diese ware also tatsachlich eine Zweischrittmutante. 

Die gefundenen 5 UV-induzierten Stabchenmutanten aus 52/LK unter- 
scheiden sich erheblich von dem elterlichen Stabchentyp 52. Sie sind 
keinesfalls echte Riickmutanten zum Eltergenotyp. Entweder reprasen- 
tieren sie andere Allele des L-Gens als das des Elterstammes, oder sie sind 
durch Mutation an einem anderen Locus, einem Suppressor- oder Modi- 
fikatorgen, entstanden. Dieser Suppressor kann natitirlich bei den unter- 
schiedlichen Stabchenmutanten verschieden lokalisiert sein, zumindest 
muBte er aber in verschiedenen Allelen vorliegen. Suppressoren sind nach 
dem bisher Bekannten allel- oder locusspezifisch (z.B. YANOFSKY u. 
BonneER 1955). Bisher scheint jedoch kein Fall vorzuliegen, in dem ein 
Suppressor die Wirkung mehrerer mutierter Gene gleichzeitig unter- 
driickt. Daraus darf geschlossen werden, da die L-Mutante 52/LK sich 
vom Stabchentyp wahrscheinlich nur in einem Gen unterscheidet, diese 
L-Mutante also wohl nur in einem Schritt entstanden ist. Das gilt 
natitirlich nur, falls der Unterschied L-Form—Stabchen tatsachlich 
genischer Natur ist. Mit geringer Wahrscheinlichkeit kénnte die Ent- 
stehung der L-Mutante aber auch auf einer Plasmon-Mutation beruhen. 
Auch dann waren die UV-induzierten Stabchen ,,Riickmutanten‘* und 
durch Mutation eines Suppressors erklarbar. Denn MrrcHELiu. MITCHELL 
(1956) berichten von der Existenz eines Suppressorgens bei Neurospora, 
das auf die plasmonische Mutation ,,poky“ einwirkt. 
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Die hier beobachtete mutative Erzeugung von Stabchenbakterien aus 
stabilen L-Stémmen beweist, daB auch diese L-Formen tatsachlich gene- 
tisch von Bakterien stammen und nicht durch Kontamination in die Iso- 
lationsexperimente gelangte ,,selbstandige” Organismentypen darstellen. 


Summary 

Proteus vulgaris 52 was transformed into the unstable L-form (Modi- 
ficant 521) by means of penicillin and grown in brain-heart agar with 
penicillin and serum. On penicillin-free medium 521 reverted to rods 
(Revertant 52/R) with properties different from the parent strain 42. 
A stable strain of L-Forms (Mutant 52/L) could be isolated from modi- 
ficant colonies by transferring many single 521-colonies to penicillin-free 
medium. The strains 52, 52/R, 52/L, and 521 showed different reactions 
toward elevated temperatures and UV-rays. Revertants, L-mutants, and 
L-modificants were resistent against pbage strains that lysed the parent 
strain 52. Photometrically estimated growth curves in solid medium and 
inactivation curves in broth did not display any differences between 
L-modificants and L-mutants. The revertants lacked the swarmphen- 
omenon characteristic of the wild strain. Penicillin changed, apparently 
by selection, the bacterial population to another dominant genotype 
(52/R). L-modificants and L-mutants are genetically and physiologically 
different individuals. 

In order to elucidate the number of steps involved in the mutation 
from 52 to 52/L, the reverse mutation rate was determined by use of 
UV-irradiation. Under these conditions 5 mutation-reverted rod strains 
were found among 2.5 - 108 surviving cells of 52/LK, three of which could 
be cultivated further; but none could be discovered among 3 - 10° 
surviving cells of 52/L. These rods were not true reversemutants because 
of their different properties compared with the parent rod. They can be 
interpreted, however, as other allels of the L-gene or as mutants of an- 
other gene, possibly a suppressoror modifier-gene. On the basis of these 
experimental results the number of steps which led to the L-mutant are 
discussed. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
durchgefiihrt. Fiir die vielen Anregungen und Diskussionen sei Herrn Prof. Dr. 
R. W. Kaptan sowie ferner auch den Herren Dr. W. Harm und Dr. H. PRELL 
gedankt, 
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Silage Studies IX 
Biochemical Changes in Microbe-free Silage 


By 
GERDA NILSSON 


With 1 Figure in the text 


(Eingegangen am 9. April 1959 ) 


The experiments now described form part of a series of investigations 
on the microbiology of silage which have been proceeding at the Institute 
of Microbiology in the Royal Agricultural College of Sweden during 
the past few years. 

The literature concerning practical problems of silage is very con- 
siderable, but practically nothing has been written on the more theoretical 
aspects of the subject. Thus little is known about the organisms and 
activities that characterize different types of fermentation in vegetable 
material. Investigations into the types of micro-organisms predominating 
in good and poor silage have been carried out by Nizsson (1956); but we 
have no details of the particular organisms responsible for the process of 
conservation, the optimum conditions for their activity, or the processes 
going on in the vegetable material itself and conditioned by the native 
enzymes of this material. 

Before making a study of the parts played by different individual 
types of micro-organisms in the process of ensilage it is necessary to 
establish the conditions for their activity in such an environment. An 
essential factor here are the properties of the vegetable material itself as 
substrate for the microbial activity. In this connexion, the influence of 
native enzymes upon the vegetable material itself calls for thorough 
investigation. 

There are practically no data available concerning contributory and 
counter activities arising from the vegetable material itself, such as enzyme 
processes which may release substances encouraging or inhibiting 
microbial growth. The same would apply to the release of substances that 
by their buffering action interfere with the lowering in px that is desirable 
in ensilage. 

It is generally agreed that the lactic acid bacteria play a very important 
part in successful biological ensilage. These organisms, however, are 
present in only very small numbers in the original bacterial flora of 
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silage material (StrRLING 1953; Kroutrk, BuRKEY and Wiseman 1955; 
Nixsson and Nixsson 1956). Furthermore, the lactic acid bacteria place 
particular demands on the substrate. It is not clear why, despite these 
handicaps, a lactic-acid forming flora can sometimes rapidly become 
established (within 1—2 days) and become the predominating fraction of 
a Silage flora. 

Many varieties of micro-organisms modify certain components of the 
vegetable material, making them available to other fractions of the 
microbial flora. Rypin, Niisson and Toru (1955) demonstrated the 
release of fermentable carbohydrates by hydrolysis of starch, itself 
produced by w-amylase added in the form of malt, and that these carbo- 
hydrates favour lactic-acid formation. 

The property of the bacteria in silage of rapidly exploiting the sub- 
strate must be of great importance in determining the fraction of the 
flora that is to predominate. It is thus obvious that the properties of the 
actual vegetable material of the silage, including their chemical com- 
position, their buffering properties, and their enzyme content, play an 
important part in determining the chances the different groups of micro- 
organisms have of rapidly developing. The elucidation of the changes in 
the properties of the substrate during the process of ensilage is therefore 
of fundamental importance. These changes can only be studied on 
condition that the material be cultivated and ensiled without the 
influence of micro-organisms. It will then be possible to establish whether 
different, well-defined fractions of a silage flora can develop on the 
substrate that the vegetable material itself constitutes. 

The influence of such factors as the stage of development of the plants, 
the time of day at which harvesting is carried out, the degree of breaking 
up of the material, etc., upon the buffering capacity and enzymatic 
activity of this material must also be borne in mind in this connexion. 

In the investigation now presented a study has been made of the 
changes in buffering capacity and certain enzyme activities, and chemical 
changes connected with them, in vegetable material cultivated and 
ensiled under aseptic conditions. Details of the method of cultivation and 
ensilage may be found in an earlier paper (NILSSON 1958). The method has 
been used in a large series of experiments, and has proved to give very 
reliable results. 

Material and Methods 

The plant material was peas. After surface-sterilization (Nrusson 1957), and 
sterility testing on agar plates to make certain they were free from micro-organisms, 
the peas were transferred to tubes containing quartz sand and a nutrient solution 
according to Nutman. Four peas were grown in each tube. The tubes were kept ina 
green-house for three weeks, after which the plants were ensiled by NiLsson’s 


method (1957), above mentioned. In each silo were placed the contents of eight 
tubes, and the ensiled material was subsequently kept at 28°C. throughout the 
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experiment. Checks were made that the ensiled material was free from micro- 
organisms by cultures on tomato agar. 
The following analysis were made on the sterile material at 0, 7, 14 and 21 days. 
a) Determination of the buffering capacity. This was carried out as follows. 10 g. 
of the material were crushed in a mortar with 30g. of water. A sample consisting of 


x 
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Fig.1. Changes in buffering properties 


after one and two weeks ensilage. Time 
in days: x—xX 0, o—o 7, A—A 14 


3 ml. of suspension and 20 ml. of water was 
then titrated in an automatic titrator within 
the region po 3—10, against solutions of 
0.1-N NaOH and 0.1-n H,SO,. 

b) Determination of certain enzyme 
activities. After preliminary experiments to 
estimate a number of activities (proteolytic 
enzymes, transaminase, phosphatase, x-amy- 
lase, and catalase), the determinations were 
limited to proteolytic activity, based upon 
determination of the ammonia released 
under certain experimental conditions? 
(Conway 1955) and determinations of phos- 
phatase activity, in which inorganic phos- 
phorus liberated under certain conditions 
was estimated by SCcHEEL’s (1936) method. 

c) Estimation of chemical changes in the 
vegetable material, involving determination 
of dry weight, content of total nitrogen, 
ammonia-nitrogen, and reducing sugar. 


Results 


The results of an experiment to 
ascertain the changes taking place in 
the buffering properties of the aseptic 
vegetable material after one and two 
weeks ensilage are presented in Fig. 1. 

It can be seen that during the period 
of aseptic ensilage the material has 
become more basic: at the time of 
ensilage the pa was 5.4, and after 
2 weeks it has risen to 7.3. To restore 
the px to its original level at 2 weeks, 
0.2 ml of 0.1-n H,SO, were required. 
The change in py found in the sterile 
silage is probably largely due to the 
bursting of the cells, protein being 
thereby released and partly ammo- 
niated as a result of enzymatic 


activity. The findings reported here are in accordance with those pub- 
lished by Nrzsson (1956), who found that if the vegetable material was 


1 Preliminary experiments had shown that for this material there was an optimal 


proteolytic activity at px 6. 


Biochemical Changes in Microbe-free Silage 33 


finely divided before ensilage buffering substances were released, counter- 
acting microbial acid formation. 

The enzymatic changes in the aseptic silage were followed by the 
determination of certain enzymatic activities. It was found that Conway’s 
test for proteolytic activity and tests for phosphatase activity by means 
of ScHEEL’s method of estimating liberated phosphorus gave the most 
constant and reproducible results. Catalase, transaminase, and «-aminase 
effects were also estimated, but since the methods available do not give 
sufficiently reproducible results 


with the vegetable material in Table 1. Enzymatic activity in aseptic silage 


question, further experiments 
will be necessar before an Proteolytic activity) Phosphatase activity 
y ne Daye expressed as mg. expressed as mg/ 
figures can be published. YS| liberated N/g. dry | liberated P/g. dry 
The changes in enzymatic substance at pu 6 | substance 
activity in aseptic ensilage kept 0 43 57 
at 28°C. at 0, 7, 14 and 21 days 7 4 0 
are shown in Table 1. Note that ee 5 0 
0) 


the activity here demonstrated 
is a measure of the ,,masked 
proteolytic activity” that was to be found in the silage at the moment 
for the test, an activity not revealed until the optimal test-conditions 
were effected. 

As can be seen from table 1, measurable proteolytic activity is present 
only up to the time of the second sampling, 7 days after ensilage. This may 
be due either to destruction of the proteolytic enzymes of the plant 
material or to using up of substrate necessary for their activity. (Sub- 
strate is not added in the test for proteolytic activity.) Since after 14 days 
a marked increase in the ammonia-nitrogen was noted (see Table 2), the 
latter explanation would seem the more probable. Concerning the 
phosphatase activity, this could only be demonstrated at the time 
of ensilage. 

Since in testing for phosphatase activity, substrate was added, the 
only explanation for this would be a destruction of the enzyme. 

The methods employed in this investigation for the preparation and 
ensilage of bacteria-free vegetable material involve immediate transfer of 
the plants from the tube in which they were cultivated to a miniature silo. 
As a result the composition of the material in different silos will to a 
certain extent depend upon the stage of development of the individual 
plants in the tubes. Since it is moreover necessary to use different silos 
for the various samplings, it is unavoidable that there will be certain 
variations in the chemical composition of the plant material. Thus, for 
example, the dry weight of the contents of the silos has varied consid- 
erably. 
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No adjustment of the water content of the various silos was made; 
but the dry weight was determined for each silo on a part of every 
sample that was used for the chemical analysis, and the results of these 
analysis are given per gram of dry substance. The results of a series of 
determinations of dry weight, total nitrogen, ammonia-nitrogen, and 
reducing sugar are given in Table 2. 


Table 2. Dry weight, total nitrogen, ammonia-nitrogen, and reducing sugar in aseptic 
silage after 0,7, 14 and 21 days 


i 


Dry Total N, Ammonia-N — Reducing 
Days after ‘ Ammonia-N 
P weight mg./g. dry mg./g. dry Aj = sugar mg./g. 
ensilage oF, weight weight Seotbebed dry weight 
i eee ee 
0) 4,34 136.60 1.60 1.17 80.95 
7 9.10 68.10 0.29 0.43 87.91 © 
14 Tea9 126.30 35.97 28.5 34.88 
21 7.90 82.63 32.63 39.7 22.92 


It is evident from table 2 that after a certain interval ammonia is 
liberated in considerable quantities from nitrogen-containing high- 
molecular substances in the plant material. To judge from the results 
abtained here, the plant’s own enzymes are capable of bringing about 
such a marked breakdown of the nitrogen-containing substances present 
that about one-third of all the nitrogen in the material is released in the 
form of ammonia. As will be seen in Fig. 1 the optimal py for the prote- 
olytic activity is not reached until the time between 7 and 14 days after 
ensilage. 

After 14 days the amount of reducing sugar had fallen by about half. 
This can only be explained by the presence of special enzymes. 


Summary 

If the aseptic plant material is regarded as a substrate for preservative 
microbial activity, it may be said that both the nitrogen and carbohydrate 
components undergo changes due to the influence of native enzymes in 
the plant material. These changes may very well be reflected in the 
microbial activity in a silage. 

It is interesting to compare the findings of this investigation, which 
show that during the days immediately after ensilage practically no 
changes take place when no bacteria are present. In a non-sterile ensilage, 
on the other hand, it is during this early stage that the briskest bacterial 
activity takes place. 

The chances of, say, an acid-forming microbial process actually 
lowering the py in order that preservation of the material may take place 
are directly counteracted by the action of native enzymes of the vegetable 
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material. During the days immediately after ensilage, however, if other 
conditions are favourable, microbial activity may clearly determine the 
whole course of events, and may possibly even inactivate the processes 
of the plant material itself. 

As is evident from the experiments described above, the activities in- 
herent in the ensiled material itself are of no mean proportions. Further 
study of the mutual relationship of the ensilage and the various microbial 
fractions is therefore particularly necessary in order to be able to under- 
stand a number of processes of fundamental importance in biological 
preservation of plant material. 
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Aus dem Institut fiir Lebensmitteltechnologie und Verpackung, Miinchen 


Studien iiber das Zusammenwirken verschieden hoher 
Temperaturen und verschiedener Konzentrationen 
von Benzoesiure auf Saccharomyces cerevisiae 


Von 
M. vy. SCHELHORN 


Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 23, April 1959) 


Es ist allgemein bekannt, da bei der Konservierung von Lebensmitteln 
eine lingere Behandlung bei hoheren Temperaturen geeignet ist, die 
Qualitaét herabzusetzen, daB aber andererseits die Widerstandsfahigkeit 
bestimmter Mikroorganismen gegeniiber hoheren Temperaturen recht 
erheblich ist. Daher interessiert jeder Weg, der zur Verringerung der 
Widerstandsfihigkeit von Mikroorganismen gegentiber hohen Tempera- 
turen fiihren kann. Eine Reihe von Untersuchungen zeigte, daB dies 
durch gewisse Zusitze zum Substrat erreicht werden kann (vgl. La Baw 
u. Desrorsier 1954, Kosker u. Essien 1957, v. SCHELHORN 1953). 
Fille, in welchen die in einem Lebensmittel vorhandenen Mikroorganis- 
men der kombinierten Wirkung hoher Temperaturen und chemischer 
Zusitze ausgesetzt werden, sind in der Praxis der Haltbarmachung von 
Lebensmitteln nicht selten. Fiir die Beurteilung und etwaige Ver- 
besserung solcher Verfahren ist eine genauere Kenntnis der Gesetz- 
maBigkeiten der Kombinationswirkung von Zellgiften und von letalen 
Temperaturen unbedingt wertvoll. Auch in anderem Zusammenhang ist 
die Kombinationswirkung von Zellgiften und hohen Temperaturen im 
Hinblick auf Lebensmittel interessant (Keimfreimachung von Maschinen, 
Behaltern und Packstoffen). 

Auch das Studium der Abhangigkeit der Wirksamkeit von Kon- 
servierungsmitteln von Lagertemperaturen im niedrigen, nicht letalen 
Temperaturbereich diirfte interessante Einblicke in die Natur der 
Wirkung solcher Zellgifte und den einen oder anderen wertvollen Hinweis 
in Fragen der Lagerhaltung bieten. 

Wenn auch Beobachtungen iiber Kombinationswirkungen zwischen 
Temperatur und Zellgiften in der Literatur bereits beschrieben sind, so 
fehlen doch eingehendere Untersuchungen tiber die hierbei geltenden 
GesetzmiBigkeiten. Diese Liicke soll die vorliegende Untersuchung 
ausfiillen. Es werden — analog, wie es fiir das Zusammenwirken ver- 
schieden hoher osmotischer Werte und verschieden hoher Temperaturen 
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in einer fritheren Arbeit (v. SCHELHORN 1956) geschah — die Méglichkeiten 
der gegenseitigen Beeinflussung von verschieden hohen letalen und nicht 
letalen Temperaturen und verschieden hohen Konzentrationen eines 
Zellgiftes auf die Mikroorganismenzelle untersucht. 

Als Testorganismus wurde die Bierhefe Saccharomyces cerevisiae 
gewahlt. 


Ks ist dies freilich ein Organismus, dessen Unschadlichmachung durch thermische 
Behandlung nicht die geringsten Schwierigkeiten bietet. Nachdem aber aus weiter 
unten ausgefiihrten Griinden als Zellgift die Benzoesiure verwendet wurde, konnte 
als Testorganismus nur eine Mikroorganismenart, die tatsaichlich durch Zusdtze von 
Benzoesaure beeinfluBt werden kann, in Frage kommen. Bekanntlich trifft dies auf 
sporenbildende thermoresistente Bakterien im allgemeinen nicht zu, da sich weitaus 
die meisten Bakterienarten nur in neutral reagierenden Substraten vermehren 
kénnen, in denen aber Benzoesaure unwirksam ist. 

Benzoesaure wurde als Zellgift aus verschiedenen Erwagungen heraus 
gewahlt. 

Einmal spielt die Kombination Benzoesdure-hohe Temperaturen tatsachlich in 
der Praxis der Haltbarmachung von Lebensmitteln eine Rolle. Es sei an das Kochen 
von Marmelade aus chemisch konservierten Pulpen und an die Zugabe von Benzoe- 
sdure zu Aufgiissen fiir Sauergemiise erinnert. Benzoesaure bot ferner eine Reihe von 
versuchstechnischen Vorteilen. Sie ist bequem dosierbar und auch bei héheren 
Temperaturen nicht fliichtig. Die Dissoziationskonstante der Benzoesaiure schwankt 
innerhalb der angewendeten Temperaturspanne kaum (LANDOLT-BornsTEIN, II, 
S. 1138). 

Im iibrigen kam es nicht so sehr darauf an, etwa Hinweise fiir Zusatze 
von Benzoesaéure zu Konserven oder fiir die Unterdriickung von Hefe- 
wachstum in Lebensmitteln zu geben, als vielmehr darauf, an einem Modell 
unter verhaltnismaBig leicht zu variierenden und gut zu tibersehenden 
Bedingungen gewisse GesetzmaBigkeiten der kombinierten Wirkung 
eines Zellgiftes und verschiedener Temperaturvarianten herauszuarbeiten. 

Im ersten Teil der Arbeit soll eine Ubersicht iitber das Verhalten der 
Hefezellen bei Variierung nur eines Faktors — der Temperatur oder der 
Benzoesadurekonzentration — gegeben werden. Erst dann wird es méglich 
sein, im zweiten Teil die kombinierte Wirkung beider Faktoren zu 
erfassen. 

Versuchsanordnung 

Es wurde der auch zu friiheren Arbeiten (v. SCHELHORN 1953, 1956) heran- 
gezogene Einzell-Stamm von Saccharomyces cerevisiae Hansen verwendet. Die Hefe- 
zellen wurden vor Einimpfung in die Versuchslésungen jeweils 5 Tage lang bei 20° C 
auf Malzagar von px 5 kultiviert. 

Als Substrat fiir die Versuche diente Malznahrlésung, die durch Mischung von 
10 Gewichtsprozent Malzextrakt der Firma Diamalt mit 90 Gewichtsprozent 
Aqua dest. hergestellt wurde. Die Benzoeséure wurde in Form von Natriumbenzoat 
zugesetzt und mit Citronensaiure auf pq 3 angesduert, weil bei diesem px-Wert 94°/, 
der eingebrachten Benzoesdéure im undissoziierten und damit mikrobiologisch 
wirksamen Zustand vorhanden sind. In manchen Fallen bei sehr langsamem Ab- 
sterben der eingeimpften Hefezellen wahrend der Lagerung sank der pq-Wert der 


Notriumbenzoot 9/100 cm3 
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Versuchslésung etwas ab (auf héchstens py 2,9), die dadurch bedingte Zanahme 
des Anteils an undissoziierter Benzoesaure blieb aber im Rahmen der auch sonst 
durch die Methodik verursachten Fehlergrenzen. Aus der Wahl eines so niedrigen 
pu-Wertes fiir die Versuchslésungen ergab sich noch ein weiterer Vorteil: Wenn, 
wie noch naher ausgefiihrt wird, die Hefezellen nach Abschlu8 der Behandlung in 
der benzoesdurehaltigen Lésung auf Sekundarsubstrate iibertragen werden, besteht 
immer die Gefahr, daB& gewisse Reste des Zellgiftes mitgeschleppt werden. Dadurch 
kénnen auch tiberlebende Zellen an der Vermehrung gehindert werden und somit 
der Zahlung auf den Sekundarplatten entgehen. Da aber die Sekundarkulturen auf 
Agar mit einem weit hoéheren py-Wert (px 6) angesetzt werden konnten, wurde die 
Wirksamkeit etwa mitgeschleppter Benzoesiurereste von selbst ganz erheblich 
verringert. Bei der Berichterstattung wird der 
Ubersichtlichkeit der Darstellung halber immer 
die gewichtsmaBige Menge des jeweils zugesetzten 
Natriumbenzoates angegeben, da es sich hier- 
bei um ganze Zahlen handelt. Aus Abb.1 ist zu 
ersehen, welche Mengen an undissoziierter 
Benzoesaure — bei gleichbleibendem pg-Wert 
(px 38) und unter Vernachlassigung des gering 
fiigigen Einflusses der Temperatur auf die Dis- 
soziationskonstante— verschiedenen Einwaagen an 
Natriumbenzoat entsprechen. 


Die zur Impfung bestimmten Hefezellen 
wurden mittels eines sterilen Spatels in die vor- 
0 gl bereiteten Lésungen gebracht und gut umge- 
undissozirerte Benzoesaure g /100 cm schiittelt, so daB, wie in friiheren Arbeiten 
Abb. 1. Einwaage an Natriumben- festgestellt wurde, keine Zellaggregate, sondern 
zoat und daraus bei pu 3 vor- nur einzelne Individuen in der Lésung vorhanden 
handene Menge an undissoziierter_ waren. Innerhalb einer Versuchsserie wurde bei 

Benzoeséure : : : 
jedem Einzelversuch immer die gleiche Anzahl 
von Hefezellen eingeimpft. 


Wieviele Hefezellen zu einem Versuch in der Lésung verteilt wurden, hing von 
der Fragestellung ab. Sollte lediglich eine Abnahme der Hefezellen verfolgt werden, 
so wurde starker, eine Zellkonzentration von 107/cm*, beimpft. War auch zu priifen, 
ob vielleicht an Stelle von Absterben Vermehrung eintrat, so muBte eine geringere 
Zahl von Hefezellen eingeimpft werden, da diese Zellkonzentration bereits annahernd 
dem Gipfel der Vermehrungskurve entsprach und keine Beobachtung der logarith- 
mischen Vermehrungsphase mehr erméglichte. 

Wenn damit zu rechnen war, daB sich die Beobachtungszeit iiber langere Zeit- 
raume erstreckte, wurden die Lésungen in 100 cm Erlenmeyerkolben, die zur 
Halfte gefiillt waren, in den Klimaraumen des Instituts bei entsprechenden Tempe- 
raturen aufgestellt. Die Loésungen wurden in diesem Falle bereits vor Einbringung 
der Hefezellen auf die entsprechenden Temperaturen vorgewarmt. Die zur Impfung 
verwendeten Hefekulturen wurden unmittelbar vorher nach Moéglichkeit ebenfalls 
auf die vorgesehene Temperatur angeglichen. Soweit dies wegen der Héhe der 
vorgesehenen Temperatur aus verschiedenen Griinden nicht empfehlenswert war, 
wurde das durch Hinbringung der kihleren Hefezellen verursachte geringfiigige 
Absinken der Temperatur der Lésung sofort durch Aufwarmen in einem Wasserbad 
wieder riickgangig gemacht. Anschliefend begann die Lagerung der beimpften 
Lésungen bei der vorgesehenen Temperatur. Zu bestimmten Zeiten wurden aus 
jedem Erlenmeyerkolben Mengen von je 1 cm* entnommen und zu Sekundarkulturen 
weiter verarbeitet. 
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Bei Versuchen in Gegenwart hoher Konzentrationen an Benzoesiure erfolgte, 
wie spater naher ausgefiihrt wird, auch bei niedrigen Temperaturen das Absterben 
aller vorhandenen Hefezellen sehr rasch; dadurch entstand die versuchstechnische 
Schwierigkeit, da alle vorhandenen Zellen bereits abstarben, bevor die notwendigen 
Manipulationen zur genauen Erfassung des Absterbeverlaufes durchgefiihrt waren. 
In solchen Fallen erwies sich folgende Versuchsanordnung als am zweckmaBigsten: 
Es wurden getrennt je einige Kubikzentimeter Lésung ohne Benzoesaurezusatz mit 
der doppelten Konzentration an Hefezellen bzw. die gleiche Menge steriler Lésung 
mit Zusatz an Benzoat in doppelter Hohe der vorgesehenen Konzentration auf die 
gewiinschte Temperatur gebracht. Beide Lésungen wurden sodann vereinigt, rasch 
umgeschiittelt und anschlieBend sofort der Absterbeverlauf durch Entnahme von 
Sekundarkulturen verfolgt. 

Wieder etwas abweichend waren die Verhaltnisse bei Anwendung von hoheren 
Temperaturen als 45° C, bei denen, wie spater ausgefiihrt wird, lediglich Lésungen, 
die entweder gar keine oder nur verhaltnismaBig niedrige Zusitze an Benzoat 
enthielten, verwendet werden konnten. Dabei war das Hauptaugenmerk dem 
Problem zuzuwenden, die bei niedriger Temperatur beimpften Lésungen rasch auf 
die vorgesehenen Temperaturen zu bringen und anschlieBend ohne Zeitverlust den 
Absterbeverlauf zu verfolgen. Denn bei Temperaturen iiber 45° war der Weg der 
Verlegung samtlicher Manipulationen in entsprechend temperierte Raiume, in 
welchen auch die durchfiihrenden Personen Aufenthalt nehmen konnten, nicht 
mehr anwendbar. Die beimpften Lésungen wurden daher méglichst rasch in einem 
Ultrathermostat nach HOpPLER aufgewarmt. Soweit mit Zeitraumen in der GréBen- 
ordnung von mindestens 60 min ftir den Absterbeverlauf zu rechnen war, erfolgte 
die Erwarmung in Glasréhrchen von 6,5cm Lange und 0,8 cm Durchmesser 
(Wandstiarke 0,1 cm), deren Inhalt (1/, cm? Lésung), wie bereits in friiheren Ver- 
suchen festgestellt wurde, rund 1 min bendtigte, um von 20° C auf 50° C erwarmt 
za werden. Die Abkiihlung nach erfolgter Temperaturbehandlung erfolgte durch 
Einstellen der Réhrchen in Hiswasser und war zeitlich ebenfalls auf etwa 1 min zu 
veranschlagen. Diese Anwaérm- und Abkiihlzeiten, von denen ohnehin nur ein 
Bruchteil auf den im Sinne der Untersuchungen wesentlichen Temperaturbereich 
fiel, wurden bei der Berechnung vernachlassigt. Es wurden jeweils so viele 
Rohrchen gleichzeitig erwirmt, da zu verschiedenen Zeitpunkten entsprechend 
der Versuchsplanung je zwei Proben aus dem Ultrathermostat entnommen und in 
Form von Sekundarkulturen weiterverarbeitet werden konnten. 


Wenn mit einem noch rascheren Absterbeverlauf (innerhalb von Minuten) bei 
Temperaturen iiber 45° zu rechnen war, wurde zur rascheren Aufwarmung und Ab- 
kiihlung eine von STERN u. Proctor (1954) angegebene Methode verwendet. Die 
Lésungen wurden in Mengen von 0,02 cm* in Capillaren, wie sie zur Schmelzpunkt- 
bestimmung Verwendung finden (Wandstarke 0,1 mm), eingeschlossen und ebenfalls 
in einem Ultrathermostat nach HOpPLER erwirmt. Es dauerte in diesem Falle 2 sec 
bis der Lésungskern der Capillaren die gewiinschte Temperatur angenommen hatte. 
Die Messung erfolgte mit einem Kompensationslinienschreiber der Firma Hartmann 
u. Braun. Auch diese Aufheiz- und die entsprechenden Abkiihlzeiten konnten 
vernachlassigt werden. Entsprechend der kleineren Menge an Lésung in den 
Capillaren konnte bei dieser Methode nur ein kiirzerer Abschnitt des Absterbe- 
verlaufes verfolgt werden. 

Alle Sekundarkulturen wurden bei px 6 in konservierungsmittelfreiem Malzagar 
weiter kultiviert. Es wurden, gegebenenfalls unter Hinschaltung von Verdiinnungs- 
stufen, Kochsche Platten angelegt und diese 4 Tage lang bebriitet. Sodann erfolgte 
die Auszihlung und damit der Riickschlu8 auf die Anzahl der zum Zeitpunkt 
der Entnahme in den Versuchslésungen enthaltenen lebenden Hefezellen. Jede 
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Versuchsreihe wurde sofort doppelt angesetzt und alle Versuchsreihen wurden minde- 
stens viermal wiederholt. Die spaterhin angegebenen Zahlen sind jeweils Durch- 
schnittswerte aus mindestens vier unabhangig voneinander durchgefiihrten Wieder- 
holungen. 


Rechnerische Auswertung 


Die Vermehrung bzw. das Absterben einzelliger Mikroorganismen hat bekannt- 
lich im allgemeinen logarithmischen Verlauf. Ausnahmen sollen an dieser Stelle 
nicht beriicksichtigt werden, es wird im Verlaufe der Arbeit aber auf solche zuriick- 
zukommen sein. Auf die Ansicht von WEINFURTER u. VOERKELIUS (1955) hinsicht- 
lich des Absterbeverlaufes von diploiden Hefen wurde bereits in einer friiheren 
Arbeit (SCHELHORN 1956) hingewiesen. Aus Griinden der Vereinfachung soll auch 
in dieser Arbeit wieder an der Hypothese eines Eintreffervorganges festgehalten 
werden. 


Durch Integrieren der Differentialgleichung fiir monomolekulare Reaktionen 


dN 
oi. k dt ergibt sich: 


N 
In ah = kt fiir die Vermehrung und 
mt} 


N; No . 
—In Me n oa kt fiir das Absterben. 
Um den Anschlu8 an andere in der Literatur gebrauchliche Gleichungen méglichst 
libersichtlich herzustellen, sollen statt der nattirlichen Logarithmen Briggsche 
Logarithmen verwendet werden. Die Gleichungen lauten dann: 


Ki log a fiir die Vermehrung (1) 
ANG 


Ki = log a fiir das Absterben. (la) 


Die Konstanten K dienen als Kennzahlen fiir die Geschwindigkeit, mit welcher 
Vermehrung bzw. Absterben wahrend der logarithmischen Phase dieser Vorgainge 
ablaufen. N, bedeutet die Zahl Mikroorganismen/Kubikzentimeter zu Beginn der 
Beobachtung, N; die Zahl] der lebenden Hefezellen nach der Zeit t. 

Im Schrifttum wird als Ma8 fiir die Absterbegeschwindigkeit vielfach noch eine 
andere Kennzahl, nimlich die Dezimalreduktionszeit D angegeben. Es ist dies die 
Zeit, die erforderlich ist, damit bei logarithmischem Absterbeverlauf 90°/, der 
vorhandenen Mikroorganismen absterben. D steht mit der obengenannten Kon- 
stanten K in folgender Beziehung: 

1 
Divs x: (2) 


Als Gegenstiick zu der Zeit Dapsterben kann man fiir Zwecke der Berechnung eine 

Zeit DVermehrung einfiihren. Es sei dies die Zeit, die erforderlich ist, damit sich die 
1 

Vie . 

Die Werte D fiir Vermehrung und Absterben wurden in den vorliegenden Unter- 
suchungen jeweils in folgender Weise bestimmt: Es wurde zu verschiedenen Zeit- 
punkten waihrend des Vermehrungs- bzw. Absterbeverlaufes die Zahl der lebenden 
Hefezellen in der oben angegebenen Weise experimentell festgestellt. Aus den so 
ermittelten Kurvenpunkten wurden nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate 
die wahrscheinlichsten zugehérigen Vermehrungs- bzw. Absterbekurven gezeichnet. 
Aus diesen Kurven konnten fiir jeden einzelnen experimentell verfolgten Ver- 
mehrungs- oder Absterbeverlauf die D-Werte abgelesen werden. Fiir die 4 unter 


Zahl der lebenden Hefezellen verzehnfacht. Auch hier gilt: D = 
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gleichen Bedingungen durchgefiihrten Wiederholungen wurden sodann jeweils 
Durchschnitts-D-Werte berechnet, die den Tabellen und Kurven der Arbeit 
zugrunde liegen. Wie an einer spateren Stelle naher ausgefiihrt wird, entsprachen 
jedoch nicht alle Absterbekurven einer Geraden. Auf die Methodik der in solchen 
Fallen vorgenommenen Auswertung wird an gegebener Stelle naher eingegangen. 

Vielfach war im Verlaufe der Arbeit die Temperaturabhangigkeit der Ver- 
mehrungs- oder Absterbevorgange von besonderem Interesse. Diese Beziehung kann 
durch den Quotienten der Absterbegeschwindigkeiten bei verschiedenen Tempe- 
raturen ausgedriickt werden. Wie eine einfache Ausrechnung zeigt, ist der Quotient 
der Absterbegeschwindigkeiten identisch mit dem Quotienten der Absterbe- 
geschwindigkeitskonstanten; Q = = os ; 

1 2 

Haufig wird fiir Berechnungen dieser und ahnlicher Art der Quotient der Reak- 
tionsgeschwindigkeiten @,) verwendet, der sich errechnet aus den entsprechenden 
Geschwindigkeiten fiir den Ablauf eines Vorgangs bei zwei um 10° C differierenden 
Temperaturen. Tatsachlich wurden aus bestimmten Griinden im Verlaufe der 
vorliegenden Untersuchungen vielfach Vermehrungs- und Absterbeverlaufe bei 
Temperaturen verglichen, die weniger als 10° C differierten. Die Berechnung eines 
Wertes Q,) aus experimentellen Daten, die bei anderen Temperaturen gewonnen 
wurden, kann nach der Beziehung (3) erfolgen: 


10 10 
1G Lse= T; D thd 
ame H asp (Dele @) 


Wie noch eingehend ausgefiihrt wird, sind jedoch die Quotienten der Absterbe- 
bzw. Vermehrungsgeschwindigkeiten keineswegs in allen Temperaturbereichen 
konstant. Damit hangt zusammen, daB die nach Gl. (3) berechneten Werte Q,, in 
Wirklichkeit nicht fiir einen 10°C umfassenden Temperaturbereich Giiltigkeit 
haben. Diese Art der Berechnung wird jedoch, da der Begriff @,) sich gut zu Ver- 
gleichszwecken eignet, trotz dieser Einschrankung beibehalten. Soweit in der 
Arbeit Q,)-Werte angegeben sind, wurden sie aus den nach den Angaben auf 8. 40 
ermittelten Durchschnitts-D-Werten mit Hilfe der Gl. (3) berechnet. 

In zahlreichen Arbeiten, insbesondere der amerikanischen Lebensmittel- 
bakteriologen, aus den letzten Jahren wird die Temperaturabhangigkeit der 
Absterbegeschwindigkeit von Mikroorganismen im allgemeinen nicht durch den Quo- 
tienten zweier Absterbegeschwindigkeiten, vielmehr durch eine als ,,z‘‘ bezeichnete 
Kennzahl ausgedriickt. ,,z‘‘ bedeutet definitionsgemaB die Zahl der Grade (z. B. in 
Celsius), um welche die Temperatur erhdht werden mu8, damit die Absterbe- 
geschwindigkeit verzehnfacht wird bzw. damit die Dezimalreduktionszeit auf 1/,9 
ihres Wertes sinkt. Zwischen dieser Kennzahl ,,z‘‘ und Q,) als Quotient zweier 
Absterbegeschwindigkeiten besteht die Beziehung (4): 

10 
log Qo * (4) 


In der vorliegenden Arbeit werden die beiden Kennzahlen ,,z‘ und ,,Q)) ‘ neben- 
einander angewendet, da jeweils der Anschlu8 an das Schrifttum, in welchem die 
eine oder andere Kennzahl verwendet wird, hergestellt werden soll. Daher erschien 
es winschenswert, auf die mathematischen Beziehungen gesondert einzugehen, 
obwohl die Voraussetzungen fiir deren Ableitung nicht neu sind. Es wird im tibrigen 
hinsichtlich der Ableitung der angefiihrten Gleichungen auf RAun (1945) sowie 
Batu u. OHLSON (1957) verwiesen. 

Weitere Erérterungen zu rechnerischen Fragen, die sich lediglich auf Teilgebiete 
der Arbeit beziehen, sollen spater an geeigneter Stelle gebracht werden. 


ye 
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Ergebnisse der Versuche 


I. Wirkung der Einzelfaktoren Temperatur bzw. Benzoesdure- 
konzentration 


A. Einflup der Temperatur auf Vermehrung und Absterben 
1. Vermehrung in Abhangigkeit von der Temperatur 


Abb.2 zeigt Konstanten K der Vermehrungsgeschwindigkeit des 
fraglichen Hefestammes in Malznahrlésung von px 3 bei verschiedenen 
Temperaturen. Bei 0°C vermehrten sich die Hefezellen itiberhaupt nicht 

bzw. mit einer im Rahmen der 


ie Untersuchungen nicht erfaften 
Ole Geschwindigkeit. Die héchsten 
Vermehrungsgeschwindigkeiten 
oe wurden bei Temperaturen zwi- 
il pe schen 33 und 38°C beobachtet. 
Macs Oberhalb 38°C nahm die Ver- 
< 406 mehrungsgeschwindigkeit rasch 
ab; bei 40°C wurde keine Ver- 

oe mehrung mehr festgestellt. 
ge In Tab. 1 sind Q,)-Werte der 
Vermehrungsgeschwindigkeit zu- 
a 0 wD W 7 840° Sammengestellt. Jeder Tempera- 
Temperatur turbereich wird durch die beiden 


Abb. 2. Geschwindigkeitskonstanten der Vermeh- Temperaturwerte begrenzt bei 
rung von Saccharomyces cerevisiae in Malznihr- ; 


lésung von pr 3 bei verschiedenen Temperaturen welchen Ds und Dz zur Berech- 

nung von Q,, experimentell 
ermittelt wurden. Im Temperaturbereich 0—10°C wurde der héchste 
Wert Q,, gefunden. Auch im Temperaturbereich 10 —20°C ist dieser Wert 
noch verhaltnisma®ig hoch. Zunahme der Temperatur bedeutet offenbar 
bei Temperaturen zwischen 0 und 20°C eine wesentliche Verbesserung 
der Vermehrungsbedingungen fiir die Hefezellen. 


Tabelle 1. Temperaturquotienten Qo fiir die Vermehrungsgeschwindigkeit von Saccharo- 
myces cerevisiae in Malzndhrlésung von py 3 in verschiedenen Temperaturbereichen 


Temperatur- 


bereich °C 20—30 


| | 30—33 | 33—36 | 36—38 
Qu Faia i eis a I Mm aR 
Fir den Bereich 20—30°C wurde ein erheblich niedrigerer Wert Q,) als 
bei 10—20°C festgestellt. Die Bedingungen fiir die Vermehrung sind 
offenbar bei 30°C fiir die Hefezellen nicht sehr viel besser als bei 20°C. 
Je mehr sich die Temperatur dem Vermehrungsoptimum, das wir nach 
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Abb.2 zwischen 33 und 38°C annehmen miissen, nahert, desto weniger 
bedeutet eine Erhohung der Temperatur eine Beschleunigung der Ver- 
mehrung. Der Temperaturquotient der Vermehrungsgeschwindigkeiten 
sinkt oberhalb 20°C mit zunehmender Temperatur ab und erreicht im 
Temperaturbereich optimaler Vermehrungsgeschwindigkeit den Wert 1. 
Weitere Erhéhung der Temperatur tiber das Optimum der Vermehrungs- 
geschwindigkeit hinaus bedeutet ein Absinken des Temperaturquotienten 
Q1) unter den Wert 1. Bei 40°C ist die Vermehrungsgeschwindigkeit = 0, 
D = oo. Daher muB der Temperaturquotient der Vermehrungsgeschwin- 
digkeit in jedem Temperaturbereich, dessen obere Grenze 40°C ist, den 
Wert 0 annehmen. 


Die Erkenntnis, daB sich die Temperaturquotienten der Vermehrungsgeschwin- 
digkeit von Mikroorganismen in Abhangigkeit von der Temperatur in der geschil- 
derten Weise andern, ist keineswegs neu. Derartige Uberlegungen brachte beispiels- 
weise Scorr bereits 1937. Dennoch erschien es zweckmaBig, im vorliegenden 
Spezialfall die Temperaturabhangigkeit der Vermehrungsgeschwindigkeit bei 
Fehlen von Benzoesiure nochmals genau zu verfolgen. Das Verhalten der Hefe- 
zellen im konservierungsmittelfreien Medium bildet eine Basis fiir das Verstandnis 
der kombinierten Wirkung von Temperatur + Konservierungsmittel. 


Im wbrigen ist bekannt (Dorn u. Rann 1939), daB die Optimal- 
temperatur fiir die Vermehrungsgeschwindigkeit keineswegs mit der 
Optimaltemperatur fiir andere Leistungen der Mikroorganismen zu- 
sammenfallen mu8, vielmehr die Optimaltemperatur fiir manche 
Leistungen der Mikroorganismen um einige Grade tiefer liegt. Auch diese 
Regel fand im Verlaufe der Untersuchungen eine Bestatigung. 


2. Verhalten der Hefezellen bei Temperaturen, die infolge 
ihrer Hohe eine Vermehrung nicht mehr erlauben 


Zahlreiche Arbeiten, die sich mit dem Absterben von Mikroorganismen — 
speziell von Clostridium botulinum und Clostridium sporogenes — unter 
der Wirkung letaler Temperaturen befassen, gehen von der Annahme aus, 
daB der Wert ,,z‘° (S.41) in allen letalen Temperaturbereichen kon- 
stant ist. Diese Regel trifft jedoch im niedrigsten Abschnitt des letalen 
Temperaturbereiches nicht zu. Wie bereits von CHRISTOPHERSEN (1951) 
ausgefiihrt wurde, muB bei der Grenztemperatur, bei welcher die Ab- 
totung einsetzt, die Absterbegeschwindigkeit unendlich klein sein. ,,z** ist 
beim Ubergang von dieser Grenztemperatur zu héheren Temperaturen 
unendlich klein. 

Praktisch ist freilich der Fall, da8 Mikroorganismen in einer nicht 
erneuerten Kulturfliissigkeit unendlich lange Zeit weiterleben, nicht 
realisierbar. Die Hefen starben auch bei Fehlen von Benzoesaure bei der 
Grenztemperatur zwischen Vermehrung und temperaturbedingter 
Abtétung (40°C) innerhalb weniger Wochen ab, allgemein gesprochen 
infolge Anhaéufung von Stoffwechselprodukten. Es ist anzunehmen, da 
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wachstumshemmende Faktoren im Substrat, wie sie durch den Stoff- 
wechsel der Hefezellen entstehen kénnen, gerade bei dieser kritischen 
Temperatur besonders schlecht ertragen werden. Je langer die Hefezellen 
im Substrat leben, desto mehr Stoffwechselprodukte werden angehauft. 
Dadurch entstehen im Verlaufe der Lagerung Voraussetzungen fur 
rascheres Absterben. So erklaren sich Beobachtungen, die bei Lager- 
versuchen mit Hefezellen in benzoesdurefreier Lésung bei Temperaturen 
im Bereich von etwa 40 —48°C regelmaBig gemacht wurden: In den ersten 
Tagen der Lagerung war Gleichbleiben oder doch nur ganz langsame 
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Abb. 3. Absterben von Hefezellen in Malz- 
nihrlésung von px 8, bei Zusatz von 0,04 g 
Natriumbenzoat/100 em* 


Abnahme der Zellenzahl festzu- 
stellen, sudann aber setzte rascheres 
Absterben ein. Abb. 3 zeigt als 
Beispiel eines solchen Vorganges 
das Absterben von Hefezellen in 
Malznahrlosung von px 3 bei 45°C 
ohne Zusatz von Natriumbenzoat. 

Es liegt auf der Hand, da® eine 
Feststellung der Werte D, Qj. und z 
in diesem Temperaturbereich von 
zweifelhaftem Wert ist. Diese Kenn- 
zahlen wurden daher lediglich in 
einem etwas hdheren Temperatur- 
bereich festgestellt. 

Bei 50°C betrug die Dezimalreduk- 
tionszeit D fiir den fraglichen Hefe- 


stamm in Malznihrlésung von px 3 bei Fehien von Benzoesaure 114 min. 
Bei 55°C wurde D — 3,2 min bestimmt. Es lieB sich aus diesen D-Werten 


z = 3,2(°C) errechnen. Qy) = 1250. 


z-Werte fiir Hefen sind in der Literatur nur vereinzelt zu finden. In 
einer fritheren Verdffentlichung (v. ScHELHORN 1951) wurden einige 
diesbeziigliche Angaben aus alteren Arbeiten zusammengetragen. Die 
Werte liegen zwischen z = 3,4(°C) und z = 5,0(°C). Der in der vor- 
liegenden Untersuchung experimentell ermittelte Werte 2 = 3,2 (°C) fir 
das temperaturbedingte Absterben von Saccharomyces cerevisiae bei 
Fehlen von Benzoesaure paBt gut zu den Literaturangaben. 

Die bei Hefen festgestellten z-Werte sind offensichtlich viel niedriger 
als die fiir Bakterien angegebenen Werte. In zahlreichen theoretischen 
Studien der amerikanischen Bakteriologen wird mit dem Wert z = 10(°C) 
(Absterben der Sporen von Clostridium sporogenes in neutraler Phosphat- 


pufferlésung) gearbeitet. 


Je niedriger der Wert z ist, desto naher liegen die Grenztemperatur 
zwischen Absterben und Vermehrung und diejenigen Temperaturen, bei 
welchen das Absterben aller vorhandenen Zellen innerhalb Sekunden 
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erfolgt, beieinander. Allzu rasches Absterben ist versuchstechnisch nicht 
mehr mit der nétigen Genauigkeit zu erfassen. Der niedrige z-Wert be- 
deutet daher bei theoretischen Arbeiten iiber das temperaturbedingte 
Absterben von Hefen eine Erschwerung. 


B. Verhalten der Hefezellen bei konstanter, nicht letaler: Temperatur 
und Gegenwart verschieden hoher Konzentrationen von Benzoestéiure 
Die in den folgenden Abschnitten beschriebenen Versuche wurden bei 30° C 


durchgefiihrt. Diese Temperatur liegt zwar etwas unterhalb des Temperatur- 
optimums der Vermehrungsgeschwindigkeit, erméglicht aber rasche Vermehrung. 


1. Verhalten der Hefezellen bei Zusaitzen von Natriumbenzoat 
bis zu 0,03 g/cm? 

Die Gegenwart von Zellgiften in niedrigen Konzentrationen kann noch 
eine Vermehrung der Mikroorganismen zulassen. Diese Vermehrung kann 
jedoch verspatet einsetzen, die Vermehrungsgeschwindigkeit wahrend 
der logarithmischen Vermehrungsphase kann langsamer als bei Fehlen von 
Zellgift sein und die logarithmische Vermehrungsphase kann einen vor- 
zeitigen AbschluB finden. Derartige Erscheinungen wurden von PooLE 
u. HrinsHELWoop (1940) fiir zahlreiche Zellgifte untersucht. Auch 
Vas (1955) sowie RarBLEe u. Busou (1957) beschreiben ahnliche Fest- 
stellungen. 

In einer friiheren Arbeit (v. SCHELHORN 1953) wurde die Vermutung 
ausgesprochen, da der Endpunkt der Entwicklung eines Systems (Sub- 
strat + Konservierungsmittel + [nicht sporenbildende] Mikroorganis- 
men) entweder Vermehrung der Mikroorganismen bis zum ,,Verderb“ 
des Substrates oder Sterilitét sei. Wahrend der Phase der Zellvermehrung 
scheint tatsichlich ein System (Substrat + Konservierungsmittel in 
niedriger Konzentration + Hefezellen) dem Endziel der Vergiarung 
zuzustreben. Dieses Ziel mu’ aber offenbar nicht unbedingt erreicht 
werden. Wenn bei Anwesenheit niedriger Konzentrationen von Konser- 
vierungsmitteln die Zellvermehrung zwar einsetzt, aber bald wieder ab- 
gebrochen wird, kénnen organoleptisch wahrnehmbare Anzeichen 
mikrobiologisch bedingten Verderbs unter Umstanden in Grenzfallen 
wenig oder nicht in Erscheinung treten. Die einzelnen gebrauchlichen 
Konservierungsmittel verhalten sich — nach unverdffentlichten eigenen 
Beobachtungen — in dieser Hinsicht vermutlich etwas verschieden. Dies 
diirfte mit der Art der chemischen Reaktion des Konservierungsmittels 
mit Stoffwechselprodukten der Mikroorganismen zusammenhangen. 


1 Als ,,nicht letal‘‘ werden im folgenden — ohne Riicksicht auf die Verhaltnisse 
bei Benzoeséurezusatz — immer Temperaturen, die bei Fehlen von Zellgiften 
Vermehrung erlauben, bezeichnet. Entsprechend werden als ,,letal“ ‘Temperaturen, 
die auch bei Fehlen von Zellgiften zum Absterben fiihren, bezeichnet. 
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Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurde — ebenso wie 
schon in fritheren Arbeiten — festgestellt, daB bei Gegenwart von 
Benzoesaure die Vermehrung der Hefezellen langsamer einsetzte und 
fortschritt. Es wurde, wie bereits frither (v. SCHELHORN 1953, 1958) auch 
bei den vorliegenden Untersuchungen beobachtet, daB bei Gegenwart 
von Benzoesiure in hdheren, aber noch nicht letalen Konzentrationen 
zunachst Absterben eines Teiles der vorhandenen Hefezellen eintrat und 
die verbliebenen Zellen erst zu einem spateren Zeitpunkt erneut die Ver- 
mehrung aufnahmen. Bei Fehlen von Benzoesaure vermehrten sich die 
Hefezellen in Malznahrlésung von px 3 bei 30°C bis zu einem Gipfel der 
Vermehrungskurve von durchschnittlich 9,6 - 10° Zellen/cm’. Bei Zusatz 
von 0,025 g Natriumbenzoat/100 cm* wurde nur eine Héchstmenge von 
durchschnittlich 2,3 - 10° cm® Zellen erreicht. Diese Differenz zwischen 
den Gipfelpunkten der Vermehrungskurven bei Fehlen und Gegenwart 
von Benzoesiure konnte statistisch gut gesichert werden. Es ist aber zu 
beriicksichtigen, daB sich bei Zusatz von 0,025 g Natriumbenzoat/100 em* 
lediglich Hefezellen mit einer gewissen Resistenz gegentiber Benzoesaure 
vermehren konnten (vgl. v. SCHELHORN 1958). Diese Hefezellen waren 
vielleicht gegeniiber anderen Zellgiften, z. B. dem sich bildenden 
Alkohol, empfindlicher, und die Vermehrung fand méglicherweise aus 
diesem Grunde ein vorzeitiges Ende. Naher wurde im Rahmen der 
vorliegenden Untersuchungen auf diese speziellen Fragen nicht ein- 
gegangen. 


2. Verhalten der Hefezellen bei Zusitzen von Natriumbenzoat 
> 0,03 g/100 em 

Hierbei war unter den gegebenen Bedingungen keine Vermehrung der 
Hefezellen mehr feststellbar. 

Je nach Hohe der Benzoesiurekonzentration liefen sich zwei Méglich- 
keiten des Absterbeverlaufes unterscheiden: Das logarithmische Ab- 
sterben konnte nach Zugabe des Konservierungsmittels mit deutlich 
feststellbarer Verzégerung oder ohne eine solche eintreten. Abb.4 bringt 
ein Beispiel des Absterbens der Hefezellen bei 30°C nach Zusatz von 
0,04 ¢ Natriumbenzoat/100 cm’. Es wurden experimentell die Punkte 
M, bis M, als log N; zu verschiedenen Zeiten bestimmt. 

Bei Betrachtung dieser MeBpunkte M, bis M, wird ohne weiteres klar, 


da sie nicht auf einer Geraden liegen und daB die durch alle diese Punkte 

gehende Kurve nicht der Gleichung Kt = log — entsprechen kann. Der 
t 

Anfangspunkt A und die Punkte M, und M, liegen offenbar auf einer 

Geraden, die Punkte M;, M, und M, auf einer anderen Geraden. Das 

logarithmische Absterben setzte somit verzdgert ein. Diese Verzogerung 

ist vermutlich von grundsitzlicher Bedeutung. 
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Es wurde versucht, auch derart verzégerte Absterbevorgainge irgend- 
wie zu definieren, damit Vergleiche mit anderen Absterbeverlaufen 
gezogen werden konnten. Dabei erschien es sinnvoll, zwei GroBen fest- 
zuhalten: 1. Die Verzégerung, mit welcher das logarithmische Absterben 
einsetzte. 2. K und daraus resultierend D fiir den Absterbeverlauf nach 
Uberwindung der Verzégerung. 


Freilich ist denkbar, da das Absterben nach Uberwindung der Verzégerung 
nicht ausschlieBlich auf die Wirkung der Benzoesaure zuriickzufiihren war, viel- 
mehr auch zum Teil wieder auf Anhaufung von Stoffwechselprodukten. Es ergab 
sich aber vorerst keine Méglichkeit, in derartigen Fallen die Wirkung der Benzoe- 
sdure ganz rein herauszuschalen. 
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Abb. 4. Absterben von Hefezellen bei 30°C in Malznihrlésung von px 8 
bei Zusatz von 0,04 g Natriumbenzoat/100 cm* 


Die experimentell ermittelten Daten tiber das Absterben der Hefezellen bei 
verzogertem Absterbeverlauf wurden folgendermafen ausgewertet: Wie bereits 
auf 8. 40 ausgefiihrt, wurden mit Hilfe der Methode der kleinsten Fehlerquadrate 
aus den experimentell festgestellten Kurvenpunkten die wahrscheinlichsten 
zugehoérigen Geraden ermittelt. Fiir die Berechnung dieser Geraden wurden jedoch 
nur diejenigen MeSpunkte, die bereits im Bereiche logarithmischen Absterbens 
lagen, verwendet. Die Entscheidung, welche MeBSpunkte noch heranzuziehen 
waren, erfolgte durch Hintragung aller experimentell ermittelten log N;-Werte mit 
den zugehérigen Zeitwerten in ein Kurvenblatt. Die ungefahre Lage des Knicks in 
der Absterbekurve war leicht zu ersehen. Es wurde als Kurve fiir das Absterben 
nach Uberwindung der Verzégerung eine Gerade, die in Abb.4 mit a bezeichnet ist, 
gewonnen. Aus dieser Geraden wurde der Wert D fiir den logarithmischen Absterbe- 
verlauf, der nach Uberwindung der Verzégerung eintrat, abgelesen. Dieser Wert D 
wurde zum Vergleich mit anderen Dezimalreduktionszeiten herangezogen. 

Wenn das Absterben der Mikroorganismen sofort nach Zusammenbringen 
derselben mit dem Konservierungsmittel ohne wahrnehmbare Verzdgerung einsetzt, 
miiBte die Absterbekurve durch den Punkt A der Abb.4 (= Ausgangsbasis 
= 10’ Hefezellen/em? = Zeitpunkt 0) gehen. Bei verzégertem LEinsetzen des 
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logarithmischen Absterbens schneidet dagegen die Absterbekurve (a) die Parallele 
zur Abszisse im Abstand N, = 107 Zellen/cm® an einer Stelle, die einem spateren 
Zeitpunkt entspricht (Punkt B in Abb.4). Die Strecke AB in Abb. 4 ist offenbar ein 


Ausdruck fiir die Verzégerung, mit welcher das logarithmische Absterben einsetzt. 
Sie wurde daher | = Latenzzeit benannt. 


Abb.5 zeigt Absterbekurven fir das Absterben von Zellen von 
Saccharomyces cerevisiae in Malzlésung von py 3 bei Gegenwart von 
0,06, 0,1 und 0,2 g Natriumbenzoat/100 em?, 

Die Kurven der Abb.5 wurden in folgender Weise gewonnen: Fir jeden Einzel- 
versuch wurden, analog wie dies bei Abb.4 erlautert ist, Absterbekurven bestimmt. 
Fiir alle Wiederholungen mit ein und derselben Benzoesiurekonzentration wurden 


Durchschnitts-l- und D-Werte 
berechnet. Daraus wurden je- 


7 weils J- und D-Werte berech- 
oR net. Aus diesen Durchschnitts- 
5 1- und D-Werten wurden die in 
Abb.5 gezeichneten Absterbe- 

ae kurven gewonnen. 
= Aus den Abb. 4 und 5 


ist ersichtlich, daB der 
Abschnitt 1 um so kiirzer 
wird, je hdher bei gleich- 
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Abb. 5. Absterben von Hefezellen bei 30°C in Malz- ‘ot Boia t 02 
nihrlésung von px 8 bei Zusatz von 0,06, 0,1 und 0,2 g 1st. el usatz von “8g 


Natriumbenzoat/100 ems Natriumbenzoat / 100 em? 

ist der Abschnitt / im 

gewahlten MaBstab nicht mehr darstellbar. Bei Benzoesaéurekonzentra- 
tionen etwa ab dieser Héhe tritt anscheinend das logarithmische Ab- 
sterben ohne Verzogerung sofort nach Zugabe des Konservierungsmittels 
ein. Aus den Abb.4 und 5 ist ferner erkennbar, daB bei gleichbleibender 
Temperatur das Absterben umso rascher erfolgte, die Dezimalreduktions- 
zeit um so kiirzer wurde, je hdher die Konzentration an Benzoesaure war. 


II. Kombinierte Wirkung verschieden hoher Temperaturen 
und verschieden hoher Konzentrationen von Benzoesadure 

A. Wirkung von Benzoestiurekonzentrationen, die im optimalen 
Temperaturbereich nicht letal! sind, im nicht letalen Temperaturbereich 

1. Verschiebung der Grenzkonzentration zwischen Absterben 

und Vermehrung bei tiefen Temperaturen 
Auf 8.46 wurde ausgefiihrt, daB bei 30°C und py3 Zusitze ab 
etwa 0,03 g Natriumbenzoat/100 cm® keine Vermehrung der Hefezellen 

1 Als ,,letale‘‘ Benzoesiurekonzentrationen werden im folgenden diejenigen 


Konzentrationen, die auch bei 30° C zum Absterben fiihren, bezeichnet, als ,,nicht 
letale‘‘ Konzentrationen diejenigen, die bei 30° C noch Vermehrung erlauben. 
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mehr erlauben. In einer fritheren Arbeit (v. ScHELHORN 1953) wurde 
bereits gezeigt, daB bei tieferen Temperaturen, bei denen aber ohne 
Konservierungsmittelzusatz immerhin noch Vermehrung méglich ist, 
bereits niedrigere Zusditze an Natriumbenzoat ein Aussetzen der Ver- 
mehrung der Hefezellen bewirken. 


2. Wirkung nicht letaler Benzoesdéurekonzentrationen! 
im Temperaturbereich 
guter Vermehrung und bester Benzoesdurevertraglichkeit 


Dieser Abschnitt wurde bereits unter Ib 1 (S. 45) vorweggenommen. 
Was dort fir 30°C ausgeftihrt wurde, gilt fir den ganzen Temperatur- 
bereich, der gute Vermehrung und optimale Benzoeséurevertraglichkeit 
erlaubt. Nach unten und oben ist dieser Temperaturbereich durch die 
unter II A 1 und II A 3 behandelten Temperaturbereiche begrenzt. Die 
Ubergange sind je nach Héhe der Konservierungsmittelkonzentration 
gleitend und in Einzelheiten nicht geklart. Auf eine genaue Abgrenzung 
dieses Temperaturbereiches mu8 daher verzichtet werden. 


3. Wirkung nicht letaler Benzoeséurekonzentrationen 
bei Temperaturen nahe der oberen Grenze der Vermehrungsmoglichkeit. 


(Verschiebung der optimalen Temperatur und 
der oberen Temperaturgrenze fiir die Vermehrung der Hefezellen 
bei Gegenwart niedriger Mengen von Benzoesaure) 


Tab.2 zeigt die Ergebnisse eines Versuches zu der Frage, wie sich 
verhaltnismaBig hohe, aber bei Fehlen von Zellgiften keineswegs letale 
Temperaturen und verhaltnismaBig hohe, aber bei bestimmten Tempera- 
turen noch nicht letale Benzoesdurekonzentrationen kombinieren. Als 
Temperaturen wurden 30°C, 36°C und 38°C gewahlt. Die Temperaturen 
36°C und 38°C erlauben bei Fehlen von Zellgiften maximale Vermehrungs- 
geschwindigkeit. Sie liegen andererseits bereits recht nahe an der Tem- 
peraturgrenze, bei welcher auch bei Fehlen von Konservierungsmittel 
keine Vermehrung mehr méglich ist. 

Bei den Versuchen der Tab.2 wurden jeweils 5 - 10° Zellen/em® eingeimpft. Bei 
dieser Ausgangskonzentration an Hefezellen konnte sowohl Vermehrung als auch 


Absterben durch Beobachtung erfaBt werden. Das Zeichen ,,+-“‘ in der Tabelle 
bedeutet ,,Vermehrung der Hefezellen bis zur organoleptisch wahrnehmbaren 


Veranderung = Vergérung der Lésung*‘, das Zeichen ,,—“‘ bedeutet ,,keine Ver- 
mehrung der Hefezellen und keine organoleptisch wahrnehmbare Veranderung der 
Lésung“. 


Der Versuch wurde viermal wiederholt. Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, 
konnte keine volle Ubereinstimmung der Ergebnisse der vier Hinzelversuche erzielt 
werden. Im Grenzbereich der Lebensméglichkeit fiir die Hefezellen bedingen 


1 Siehe FuBnote auf Seite 48. 
Arch. Mikrobiol. ‘Ba. 34 
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vermutlich bereits sehr geringfiigige Schwankungen — vielleicht in der Anzahl an 
eingeimpften Zellen, oder im ‘Anteil an resistenten Individuen oder in irgendwelchen 
auBeren Bedingungen — eine Anderung des Verhaltens. 


Tabelle 2. Verhalten von Hefe bei Temperaturen von 380—38 °C und Zusatz von 
Natriumbenzoat in verschiedenen Konzentrationen (pH 3) 


Gramm Natriumbenzoat/100 cm* 


Temperatur 
°C 0 - 0,010 0,020 0,025 
Ma ici es Re Se as ie re 
30 aie se 55 aa + + 
as) ae tee + oF + + 
36 + + aaa = + —- = 
+ + Sarai — + = SF 
38 + + sists he Ge —- - 
+ + So ae — + - — 


Jedenfalls wird aus der Tabelle deutlich: Die Kombination 38°C und 
Zusatz von 0,025 g Natriumbenzoat/100 cm* erlaubte in keinem Falle 
eine Vermehrung der eingeimpften Hefezellen, jeder dieser Faktoren 
allein dagegen lieB bei sonst ginstigen Bedingungen bei allen vier 
Wiederholungen noch Vermehrung zu. Die Temperatur, bei welcher die 
Hefezellen Benzoesaiurezusitze am besten vertragen, liegt offenbar etwas 
tiefer als das Temperaturoptimum fiir die Vermehrungsgeschwindigkeit. 


B. Wirkung von Benzoestiurekonzentrationen, die im optimalen 
Temperaturbereich nicht letal sind, im letalen Temperaturbereich 


Abb.6 zeigt das Absterben von Hefezellen bei 50°C in Lésung ohne 
Zusatz von Natriumbenzoat und bei Gegenwart verschieden hoher 
Zusitze. Anscheinend beschleunigen bereits Zusitze, die bei niedrigeren, 
nicht letalen Temperaturen noch kriftige Vermehrung der Hefezellen 
erlauben, das Absterben unter der Wirkung letaler Temperaturen 
erheblich. Es handelt sich dabei um Anteile an Benzoesaure, wie sie 
gréBenordnungsmiBig bei der Weiterverarbeitung chemisch konservierter 
Fruchtpulpen oder bei der Herstellung von Aufgiissen fiir Sauergemiise 
vorkommen. 

Weniger von praktischem als von theoretischem Interesse ware die 
Beantwortung der folgenden Frage: Wird auch der Temperaturquotient 
Q,) der Absterbegeschwindigkeit bzw. der Wert z beim temperatur- 
bedingten Absterben der Hefezellen durch Zusatz von Benzoesaure 
verindert? Diese Frage hat bisher in der Literatur noch keine voll- 
kommen sichere Antwort gefunden. Die am meisten verbreitete Ansicht 
diirfte sein, da® Q,, bzw. z beim temperaturbedingten Absterben von 
Mikroorganismen von der Zusammensetzung des Substrates unabhangig 
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sind. In diesem Sinne spricht sich beispielsweise CHRISTOPHERSEN (1955) 
aus. Die Ergebnisse von ANDERSON, EssELEN u. FELLERS (1949) sind 
nicht ganz eindeutig. In eigenen Untersuchungen mit Saccharomyces 
cerevisiae konnte in dieser Hinsicht ebenfalls noch kein eindeutiges 
Ergebnis erzielt werden. 

Von Interesse ist auch die Frage, ob und in welcher Weise die Absterbe- 
geschwindigkeit eine durch eine Gleichung ausdriickbare Funktion der 
Konzentration an Konservierungsmittel 


ist. RAHN (1945) nimmt (im AnschluB \SSx ta 
an Watson) an, daB die Beziehung 7% rar 
der Absterbegeschwindigkeit zur Kon- é 
zentration an Zellgift durch folgende 
Gleichung ausgedriickt werden kann: as" . 
n-(2) -2 a 
UG Cy dD, 3 
n ist dabei der sogenannte Konzentra- 
tionsexponent. Aus den in Abb.6 ab- 
zulesenden D-Werten wurden die Kon- —, 
zentrationsexponenten berechnet. Bei Dewinadtts teed Ton OR SON 
den Konzentrationen oy 0,01 s Na- Abb.6. Absterben von Hefezellen in 
triumbenzoat/100 em? und ores 0,02 g Malznahrlosung von pu3 bei 50°C 
und verschieden hohen Zusatzen 
Natriumbenzoat/100 cm* wurde n = 1,5 von Natriumbenzoat (die Zahlen 


bei den Kurven bedeuten Gramm 


und bei den Konzentrationen c, = 0,02 g ateinabadsenm ua 


Natriumbenzoat/100 cm® und ¢, = 0,04g 

Natriumbenzoat/100 cm* n = 1,9 festgestellt. Der Frage, ob die Differenz 
der Konzentrationsexponenten grundsatzlicher oder zufalliger Natur ist, 
wurde nicht weiter nachgegangen. 


C. Wirkung von Benzoesdurekonzentrationen, 
die im optimalen Temperaturbereich letal. sind, bei verschiedenen letalen 
und nicht letalen Temperaturen 


Dem Studium der kombinierten Wirkung letaler Benzoesiurekonzentra- 
tionen und verschiedener letaler und nicht letaler Temperaturen waren 
durch eine Reihe von Faktoren Grenzen gesetzt. Ein solcher Faktor ist 
die Léslichkeit der Benzoesaure, ein anderer die Schnelligkeit, mit welcher 
das Absterben erfolgte. 

Abb.7 bringt Absterbekurven bei verschiedenen Temperaturen nach 
Zusatz von 0,1 g/100 cm® Natriumbenzoat. Die Kurven wurden in der 
Weise, wie dies bei Abb.4 (S. 47) ausgefiihrt wurde, gewonnen. Bei 
gleichbleibender Benzoeséurekonzentration war wiederum / (S.48) um so 
gréBer, je niedriger die Temperatur war. Die Absterbegeschwindigkeit 
nahm mit steigender Temperatur zu. 

4* 
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In Tab.3 sind D-Werte fiir das Absterben der Hefezellen bei ver- 
schiedenen Temperaturen unter der Wirkung verschieden hoher Zusatze 
von Natriumbenzoat zusammengestellt. Tab.3 stimmt mit den bereits in 
fritheren Abschnitten ausgefiihrten Befunden tiberein: Das Absterben 
der Hefezellen wurde bei allen Temperaturen durch Erhéhung der 
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Abb. 7. Absterben von Hefezellen in Malznahrlésung von pu 3 bei Zusatz von 0,1 g 
Natriumbenzoat/100 cm’ und verschiedenen Temperaturen 


Benzoesiurekonzentration beschleunigt. Bei Gegenwart letaler Benzoe- 
sdurekonzentrationen erfolgte — von einer noch zu besprechenden Aus- 
nahme abgesehen — allgemein das Absterben um so rascher, je héher die 
Temperatur war. 


Tabelle 3. Dezimalreduktionszeiten fiir das Absterben von Hefezellen bet verschiedenen 
Temperaturen und verschieden hohen Zusitzen von Natriumbenzoat 


Gramm 

Natrium- D (Std) bei Temperatur °C 

benzoat 

100/em! 0 | 10 | 20 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50 
0,04 43 18 2,1 0,055 
0,06 151 150 70 30 2,8 

0,1 48 ou 14 6,2 B49 0,8 0,08 

0,2 3,6 2,2 1,0 0,36 | 0,038 


Aus den in Tab.3 angegebenen D-Werten wurden nach Gl. (5) 
(S. 51) Konzentrationsexponenten berechnet. Als Konzentrationen 
c, und c, wurden 0,06 und 0,2 g Natriumbenzoat/100 cm? gewahlt. Die 
Berechnung erfolgte fiir verschiedene Temperaturen gesondert. Die 
Ergebnisse sind in Tab.4 angefiihrt. Die ermittelten Konzentrations- 
exponenten zeigen verhaltnismaBig gute Ubereinstimmung. Der Kon- 
zentrationsexponent ist im fraglichen Konzentrations- und Temperatur- 
bereich vermutlich von der Temperatur unabhangig. Wieweit bei 0°C 
abweichende Verhaltnisse vorliegen, wurde nicht eingehender verfolgt. 


Temperaturen u. Konzentrationen v. Benzoesiure auf Saccharomyces cerevisiae 53 


Dagegen sind die in Tab.4 angegebenen Konzentrationsexponenten 
offensichtlich von den auf S.51 angefiihrten Werten verschieden. 
Erstere Werte wurden bei letalen Zusatzen an Natriumbenzoat, aber 
nicht letalen Temperaturen, letztere bei nicht letalen Natriumbenzoat- 
zusatzen, aber letalen Temperaturen ermittelt. Beide Vorgange sind 
offenbar in ihrer Wirkung auf die Mikroorganismenzelle nicht gleich- 
zusetzen. 


Tabelle 4. Konzentrationsexponenten n fiir Abtétung von Saccharomyces cerevisiae 
durch Zustitze von 0,06 bzw. 0,2g Natriumbenzoat/100 cm? bei Temperaturen 


von 0—40° C 
ane 0 10 20 30 40 
n Cape ere Te wea eee a ee ee 


In Tab.5 sind TemperaturquotientenQ,,) der Absterbegeschwindigkeiten 
beim Absterben von Saccharomyces cerevisiae in Gegenwart verschieden 
hoher letaler Zusaitze von Natriumbenzoat in verschiedenen Temperatur- 
bereichen zusammengestellt. Die angegebenen Q,)-Werte sind in ver- 
schiedenen Temperaturbereichen sehr unterschiedlich. Andererseits laBt 


Tabelle 5. Temperaturquotienten der Absterbegeschwindigkeiten von Saccharomyces 
cerevisiae in Gegenwart verschieden hoher Zusdtze von Natriwmbenzoat und in 
verschiedenen Temperaturbereichen 


Gramm . . 

Natrium- Qio- Werte im Temperaturbereich °C 

benzoat l 

100/cem* 0—10 / 10—20 | 20—30 | 30—35 35—40 | 30—40 40—45 | 45—50 
0,04 2,7 73 1457 
0,06 1,0 2,1 2,3 10,7 
0,1 1,5 2,2 2,3 3,2 19 7,8 100; 
0,2 ak PM ORES 9,5 | | 


sich der gesamte erfaBte Temperaturintervall in Teilbereiche mit mehr 
oder weniger einheitlichen charakteristischen @,)-Werten untergliedern. 
Diese Beziehungen sollen im folgenden noch naher analysiert werden. 


1. Wirkung letaler Zusatze von Natriumbenzoat 
im Temperaturbereich 0—10°C 


Im genannten Temperaturbereich liegen die Quotienten Qj) der 
Absterbegeschwindigkeiten deutlich niedriger als die entsprechenden 
Werte in anderen Temperaturintervallen. Bei Zusatz von 0,06 g Natrium- 
benzoat/100 cm? wurde sogar ein Quotient Q,) der Absterbegeschwindig- 
keiten von durchschnittlich 1,0 festgestellt; das Absterben der Hefezellen 
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erfolgte bei 10°C nicht rascher als bei 0°C. Auch die diesbeziiglichen 
|-Werte waren gleich. Es dauerte somit bei 0°C und 10°C gleich lange, 
bis nach Zusatz von 0,06 g Natriumbenzoat/100 cm? alle Hefezellen 
abgestorben waren. Wie in Tab.1 (S. 42) zu sehen, ist im Temperatur- 
bereich 0—10°C der Temperaturquotient Q) der Vermehrungsgeschwin- 
digkeit weit hoher als in anderen Temperaturbereichen. Bei Ubergang 
von 0° auf 10°C werden anscheinend die Vermehrungsbedingungen fir 
die Hefezellen bedeutend verbessert. Dadurch wird offenbar in diesem 
Temperaturbereich die allgemein mit steigender Temperatur eintretende 
Intensivierung der abtétenden Wirkung der Benzoesiure kompensiert. 


2. Wirkung letaler Zusatze von Natriumbenzoat 
im Temperaturbereich 10—30°C (bzw. 35°C) 

Bei einer Temperatur von etwa 35°C wird, wie in Abschnitt I] A3 
(S. 50) naher ausgefiihrt wurde, das Optimum = der Benzoesaure- 
vertraglichkeit tiberschritten. In dem Temperaturbereich, der etwa bei 
10°C beginnt und nach oben etwa durch 35°C begrenzt wird, schwanken 
anscheinend die Quotienten Q,) der Geschwindigkeiten des benzoesaure- 
bedingten Absterbens von Hefezellen nur wenig. Der Mittelwert aller in 
diesem Bereich erfaBten Q,.-Werte diirfte zwischen 2 und 3 liegen. Es 
ergibt sich eine Gedankenassoziation zur Regel von vAN ’ Horr. Vielleicht 
bedeutet dieser Befund einen Hinweis, daB sich die abtétende Wirkung 
der Benzoesaure auf die Hefezellen im fraglichen Temperaturbereich in 
Form einer chemischen Reaktion vollzieht. 

Von Interesse ist der Vergleich der Q,9-Werte beim benzoesdurebeding- 
ten Absterben der Hefezellen und des Q,-Wertes beim ausschlieBlich 
temperaturbedingten Absterben (8. 44, vgl. auch Tab.5, rechts). 
Erstere Werte sind nur ein kleiner Bruchteil des letzteren. 


3. Wirkung letaler Zusitze von Natriumbenzoat 

im Temperaturbereich von 30 (bzw. 35) bis 40°C 
In diesem Temperaturbereich wurden héhere Q,o-Werte als in den 
tieferen Temperaturbereichen festgestellt. Temperaturerhéhung wirkt 
sich offensichtlich in diesem Temperaturbereich mehr als bei tieferen 
Temperaturen beschleunigend auf das benzoesdurebedingte Absterben 
aus. Lediglich bei Zusatz von 0,04 g Natriumbenzoat/100 cm® wurde 
auch im Temperaturbereich 30—40°C ein niedrigerer Wert Qj) (= 2,7) 
ermittelt. Diese Abweichung erscheint verstindlich, da sowohl die 
Temperatur von 40°C als auch die Benzoesiurekonzentration von 0,04 g 
Natriumbenzoat/100 cm’ Grenzbedingungen zwischen Absterben und 
Vermehrung der Hefezellen darstellen. Die iibrigen in Tab.5 angegebenen 
Werte Q,, der Absterbegeschwindigkeit im Temperaturintervall 30 —40°C 
diirften um einen gemeinsamen Mittelwert streuen. Dieser Mittelwert 
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liegt sicher erheblich héher als der Mittelwert der entsprechenden Q10- 
Werte im Temperaturbereich 10—35°C. 

In einem Falle (bei Zusatz von 0,1 g Natriumbenzoat/100 cm?) wurde 
das Temperaturintervall 30—40°C noch weiter in die Teilbereiche 
30—35°C und 35—40°C aufgegliedert. Es zeigte sich, daB Q,, der Ab- 
sterbegeschwindigkeiten im Temperaturintervall 30—35°C noch einiger- 
ma8en mit der Regel von van T’Horr in Einklang zu bringen ist und daB 
erst oberhalb 35°C eine starke Beschleunigung der Absterbegeschwindig- 
keit eintrat. Unterhalb von etwa 35°C diirfte das Absterben der Hefezellen 
auf eine einfache chemische Reaktion zuriickzufiihren sein, oberhalb 
35°C setzte offenbar eine Kombination der abtétenden Wirkung von 
Benzoesaure und der hohen Temperatur ein. 


4. Wirkung letaler Zusitze von Natriumbenzoat 
im Temperaturbereich > 40°C 

Die in diesem Temperaturbereich festgestellten @Q,)-Werte waren 
offensichtlich noch wesentlich héher als die in tieferen Temperaturberei- 
chen ermittelten entsprechenden Werte. Nur in einem Falle (Absterben 
in Gegenwart von 0,04 g Natriumbenzoat/100 cm’) konnte ein Wert Q,, 
der Absterbegeschwindigkeit im Temperaturintervall 45—50°C fest- 
gestellt werden. Dieser Wert ahnelt gr68enordnungsmaBig dem Wert Qj 
fiir das rein temperaturbedingte Absterben, der im Temperaturbereich 
50—55°C bestimmt wurde (S. 44). Anscheinend setzt die thermische 
Abtoétung der Hefezellen — charakterisiert durch hohen Q,)- niedrigen 
z-Wert — bei Gegenwart letaler Benzoesdurezusatze bei niedrigeren 
Temperaturen ein. Es diirfte in diesem Falle eine echte Kombinations- 
wirkung zweier Noxen (vgl. v. SCHELHORN 1959) vorliegen. 


Besprechung der Ergebnisse 


Von einer Ausnahme abgesehen, ergibt sich die allgemeine Regel, daB 
die abtétende Wirkung der Benzoesaure auf Hefe durch Erhohung der 
Temperatur beschleunigt wird. Ebenso wird die letale Wirkung hoherer 
Temperaturen durch letale und nicht letale Benzoesiurezusatze ver- 
starkt. 

Die im einzelnen dargestellten Gesetzmaigkeiten des Zusammen- 
wirkens von Zellgift und Temperatur auf die Mikroorganismenzelle 
erscheinen vielleicht auf den ersten Blick kompliziert und nicht durch 
einfache mathematische Gleichungen oder Kurven erfaBbar. Bei einiger 
Vertiefung in das Wesen der Vorginge sind die festgestellten Gesetz- 
mafkigkeiten aber durchaus verstindlich: Unter Bedingungen, die 
allgemein der Vermehrung giinstig sind, wird die Wirkung einer einzelnen 
Noxe abgeschwicht, es sei denn, das Absterben tritt so rasch ein, daB den 
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Zellen keine Zeit mehr bleibt, sich zur Wehr zu setzen. Zellen, die sich 
unter ungiinstigen Bedingungen befinden, sind gegen einzelne schadliche 
Faktoren besonders empfindlich. 

In der vorliegenden Untersuchung wurde kein Versuch gemacht, die 
beobachteten Vorgange physiologisch-chemisch zu erklaren. Diese Aufgabe 
wiirde den Rahmen der vorliegenden Untersuchungen weit tiberschreiten, 
groBenteils waren dazu auch erst die Grundlagen zu erarbeiten. Es ist 
aber anzunehmen, da8 durch jeden Einblick in die nach auBen in 
Erscheinung tretenden Gesetze der Kombinationswirkung von Zellgift 
und Temperatur auch die Erforschung der inneren Ursachen dieser 
Wirkung befruchtet wird. Ferner ist zu hoffen, dab auch die praktische 
Anwendung kombinierter Verfahren durch eine bessere Ubersicht tiber 
die zu erwartenden Wirkungen gefdrdert wird. EHinzelheiten waren 
allerdings von Fall zu Fall zu klaren. 


Zusammenfassung 


An dem Modell — Benzoesiure als Beispiel eines Zellgiftes und Bier- 
hefe als Vertreter der Mikroorganismen — wurden die Gesetzmafig- 
keiten der gegenseitigen Beeinflussung beider Faktoren in ihrer Wirkung 
auf die Mikroorganismenzelle untersucht. Es wurde dabei der EinfluB 
verschieden hoher Benzoesaurekonzentrationen bei Temperaturen von 
0°C bis zu Temperaturen im Bereich thermischer Abtotung der Hefe 
(55°C) auf die Vermehrungs- bzw. Absterbegeschwindigkeiten der 
Hefezellen und auf die Temperaturquotienten dieser Geschwindigkeiten 
studiert. 


Benzoesaurezusitze, die im optimalen Temperaturbereich nicht letal 
sind, verzdgern die Vermehrung der Hefezellen und kénnen bei verhaltnis- 
mabig tiefen und hohen Temperaturen die sonst bei diesen Temperaturen 
noch mégliche Vermehrung hemmen. 


Im letalen Temperaturbereich bewirken auch niedrige Benzoesaure- 
zusitze starke Beschleunigung des temperaturbedingten Absterbens. 
Das Absterben der Hefezellen unter der Wirkung letaler Benzoesaure- 
konzentrationen erfolgt allgemein um so schneller, je héher die 
Temperatur und die Konzentration an Zellgift ist. Die Temperatur- 
quotienten der Absterbegeschwindigkeit unter der Wirkung _ ver- 
schieden hoher Benzoesdurekonzentrationen zeigen in verschiedenen 
Temperaturbereichen charakteristische Werte, die gewisse Schliisse 
auf die Natur des temperaturbedingten und benzoesadurebedingten 
Absterbens zulassen. 


Herrn Dr. A. Herrice danke ich fiir wertvolle Ratschlage bei der rechnerischen 
Auswertung, Frau G. Pre fiir sorgfaltige technische Durchfiihrung der Versuche. 
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Untersuchungen iiber den Celluloseabbau 
durch Myxobakterien 
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HANS KUHLWEIN und ESTHER GALLWITZ 


Mit 10 Textabbildungen 


(Eingegangen am 27. April 1959) 


Die Fahigkeit der Myxobakterien zum Celluloseabbau ist offenbar sehr 
ausgepragt. Fir Polyangium violaceum nov. spec. konnte das kirzlich 
ebenfalls gezeigt werden (KUHLWEIN u. GALLWITz 1958). Als Testmate- 
rial erwiesen sich die Hyphen von Saprolegnia besonders geeignet. Sie 
fallen dem enzymatischen Angriff der Myxobakterien véllig anheim, 
wahrend die Oogonien des Pilzes weitgehend resistent zu sein scheinen. 
Dieses interessante Phinomen gab Veranlassung, den Sachverhalt weiter 
aufzuklaren. Es lag nahe, anzunehmen, da die Oogonienhiillen mit 
einem Material inkrustiert sind, das die Cellulose vor dem Abbau schiitzt. 
Hyphenwande und Oogonienhiillen von Saprolegnia wurden deshalb ver- 
gleichend elektronenmikroskopisch untersucht, vorbehandelte Oogonien 
gegen die cellulolytische Aktivitét der Myxobakterien getestet und 
dariiber hinaus noch anderes Zellwandmaterial mit zur Testung heran- 
gezogen. 


1. Der submikroskopische Bau der Hyphen und Oogonienhiillen 
von Saprolegnia 

Methodik: Frisch geerntetes Saprolegnia-Mycel wurde 4 Tage mit 5°/jiger H,SO, 
im Wechsel mit 10°/,iger KOH gekocht und in der iiblichen Weise fiir die elektronen- 
mikroskopische Untersuchung vorbereitet*. 

Aus den Abb.1 und 2 geht deutlich hervor, daB Unterschiede im sub- 
mikroskopischen Bau der Hyphen und Oogonienhiillen nicht vorhanden 
sind. Zwar laBt das Cellulosefibrillengeflecht der Oogonienhiille eine 
dichtere Kniipfung erkennen, woraus sich jedoch noch keine Anhalts- 
punkte fiir das Resistenzverhalten herleiten. 


1 Die Aufnahmen wurden im elektronenoptischen Labor der Firma Carl Zeif in 
Oberkochen gemacht. Fiir die gewaihrte Hilfe sind wir Herrn Dr. Mann und Herrn 
Dipl. phys. Kirst zu groBem Dank verpflichtet. 
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2. Der enzymatische Abbau von vorbehandeltem 
Saprolegnia-M ycel 
Das in der gleichen Weise wie fiir die elektronenmikroskopischen Aufnahmen 
vorbereitete Mycel wurde in Aqua dest. griindlich gespiilt, sterilisiert und auf 


Wasseragar in der feuchten Kammer an Polyangiwm violacewm und Myxococcus 
Stamm 4 verfiittert?. 


Die Hyphen des Pilzes wurden auch jetzt wieder von den Myxo- 
bakterien rasch abgebaut, die Oogonien hingegen behielten noch 
immer ihre Resistenz. 

Abb.3 bestatigt diesen Befund 
unversehrter Oogonien in 8 Tage 
alten Myxobakterienkulturen. 

Da hinsichtlich der Resistenz 
der Oogonienhiillen nunmehr der 
Verdacht auf lipophile Zellwand- 
stoffe auftauchte, wurde das wie 
bisher gereinigte Mycel einer 
24sttindigen Behandlung mit 
Aceton unterzogen, in Aqua dest. 
grindlich gesptilt und nach 
Sterilisation wiederum den _be- 
treffenden Myxobakterienstaém- 
men als Futter angeboten. 

Die Abb.4—6 zeigen sehr ein- 
drucksvoll den Vorgang _fort- 
schreitender Lyse, von der nun- 
mehr auch die Oogonienhiillen 
erfaBt werden. Somit kann als 
erwiesen gelten, daB sie lipophile 
Membranstoffe enthalten, die 
sie vor dem cellulolytischen An- 
griff weitgehend schiitzen. Auf Abb. 2. Aaprolagndcbogoniambtlte: 
Grund ihres Lésungsverhaltens Cellulosezellwand (Vergr. 40000: 1) 
durfte es sich um niedermole- 
kulare, extrahierbare Lipoidstoffe handeln, die nach FREy-WyssLING 
(1959) als Fett-Wachs-Gruppe den hochpolymeren Lipoidmembran- 
stoffen der Suberin-Cutin-Gruppe gegentiber stehen, die in den tiblichen 
organischen Lésungsmitteln unléslich sind. 

Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang die Feststellung, daB 
sich Hyphenwande und Oogonienhiillen nach Saure-Laugen-Kinwirkung 


1 Der Stamm wurde im Mai 1956 aus Schafexkrementen aus Belgisch-Kongo 
isoliert. Genauere Beschreibung erfolgt spater. 
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mit Chlorzinkjod gleichmaBig blau farben. Wahrend aber die so behan- 
delten Hyphen sich in Schweizers Reagens lésen, bleiben die Oogonien- 
hillen erhalten. 


3. Das lytische Verhalten von Myxobakterien gegentiber 
Pollenschlauchmembranen 


Als Testmaterial dienten Pollenschléuche aus in vitro-Kulturen von 
Liliwm spec. und Hosta spec. Die Pollenschlauche wurden in Aqua dest. 
gespiilt, sterilisiert und auf Wasseragar mit Myxobakterien angesetzt. 
Die Ausbreitung der Bakterien- 
schwarme von der Impfstelle aus 
beginnt schon nach kurzer Zeit, 
und nach 2 Tagen sind um die 


Abb. 3. Polyangium violaceum auf Saprolegnia, Abb. 4. Polyangium violaceum auf reinen 
Hyphen 8 Tage nach dem Impfen abgebaut, Cellulosemembranen von Saprolegnia, 5 Tage 
Oogonien unveriindert. (Vergr. 480:1) nach dem  Impfen. Hyphen abgebaut, 


Oogonien fast unverindert. (Vergr. 480:1) 


Pollenschlauche herum dichte Ansammlungen von Schwarmstabchen 
entstanden (Abb.7 und 8). 

In wiederholten Versuchen dieser Art hat sich jedoch eine Lyse der 
Pollenschlauchmembranen nicht nachweisen lassen. Erst nach mehr- 
stiindiger Behandlung mit 5°/,iger H,SO, im Wechsel mit 10°/,iger KOH 
bei 100°C und anschlieBendem Waschen und Sterilisieren verfielen sie 
sehr rasch der Lyse durch die Teststaémme (Abb.9). 

Dieses Verhalten wird verstaéndlich, wenn man berticksichtigt, daB in 
den Pollenschlauchmembranen die Cellulose offenbar mehr oder minder 
stark maskiert ist, was vor allem aus Untersuchungen von VoGEL (1950) 
sowie MUHLETHALER u. LINSKENS (1956) hervorgeht. 

Letztere fanden, daB es sich bei diesen Inkrusten hauptsachlich um 
cutinartige Stoffe handelt. Solche diirften auch bei dem von uns benutz- 
ten Pollenschlauchmaterial vorgelegen haben, aus dem sie bei der an- 
gewandten Behandlung entfernt worden sind. 
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4. Uber das lytische Verhalten der Myxobakterien 
im allgemeinen 

Die lytische Aktivitit der Myxobakterien ist bisher meist an Bakterien 
nachgewiesen worden (Prnoy, StncH, Norén, OnrKEr, KUuHLweIn). Sie 
fiihrt zu einem vélligen Abbau der Zellen, also von Zellwand und Zell- 
inhalt. Der Vorgang ist 
eindeutig kontrollierbar. 
Es entstehen in der 
Futterbakterienschicht 
klare Lysiszonen, die 
auf Kieselsduregelplat- 
ten besonders gut her- 
vortreten (KUHLWEIN 
1955). Von der Lysis 
scheinen aber nicht alle 
Bakterien gleicherma- 
Ben erfaBt zu werden. 
Bei den Sporenbildnern 


i e : “ bY. a aul Dake x. Sh x S 
beispielsweise ist mit Abb. 5. Polyangium violacewm auf reinen Cellulosemembranen 


dem Ubergang vom von Saprolegnia, 13 Tage nach dem Impfen. Oogonien angegriffen 
(Vergr. 480:1) 


vegetativen in den spo- 
rulativen Zustand ein 
Resistentwerden __ ver- 
knipft (OBTKER 1953, 
Ktuiwer 1955), das 
wohl in erster Linie auf 
der Unangreifbarkeit der 
neugebildeten Sporen- 
membran beruht. Stvcu 
(1947) hat auBerdem 
darauf hingewiesen, dab 
eramnegative Bakterien 


stirker angegriffen wer- ee — —— 
Ae Abb. 6. Polyangium violaceuwm auf reinen Cellulosemembranen 
denal sitiv' 1 
enals gramMpositive UNC von Saprolegnia, 18 Tage nach dem Impfen. Oogonien abgebaut 
pigmentierte Stamme re- (Vergr. 480: 1) 


sistenter sind als nicht- 

pigmentierte, was auch OnrKER (1953) bestatigen konnte. Unterschiede 
im lytischen Verhalten verschiedener Stiéimme ein und derselben Art 
scheinen ebenfalls vorzukommen (Stnew 1947, Ktuiwern 1955). Bei 
JAHN (1924) und Frvck (1950) finden sich auch Hinweise, daB Pilze einen 
fordernden EinfluB auf die Myxobakterienentwicklung auszuiiben ver- 
mégen. Fiir Hefen ist das von OnTKER (1953) eindeutig bewiesen worden. 
Hine vollige Lyse tritt bei bestimmten Staémmen ein. Unterschiede im 
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Zellwandmaterial werden auch hier dafiir verantwortlich sein. Das geht 
auBerdem aus den Untersuchungen von NorTE (1957) hervor, die Phycomy- 
ceten, Ascomyceten und Basidiomyceten an Myxobakterien verfiittert hat. 
Es hat den Anschein, da mit zunehmender Cutinisierung der Zellwande 
deren Resistenz gegen die lytischen Fermente der Myxobakterien zunimmt. 
Bei der Beurteilung der lytischen Aktivitat ist also zu beriicksichtigen, 
daB das Zellwandmaterial der Futterorganismen nicht nur deswegen 


Abb.7. Myxococcus spec. Stamm 4 auf Pollenschliuchen von Liliwm spec., einige Stunden nach dem 
Impfen (Vergr. 480: 1) 


Abb.8. Myzococcus spec. Stamm 4 auf Pollenschliuchen von Liliwm spec., 2 Tage nach dem Impfen 
(Vergr. 480:1) 


unangreifbar ist, weil es sich rein stofflich dem enzymatischen Abbau 
widersetzt, sondern auch deswegen, weil das an sich zugangliche Material 
weitgehend maskiert sein kann. Die mitgeteilten Befunde bei Saprolegnia 
und bei Pollenschléuchen zeigen das recht deutlich. In diesem Zusammen- 
hang ist auch der Hinweis von SpryeR (1953) bemerkenswert, dai 
Cytophagen zwar reine Cellulose zerstéren, aber kein natives pflanzliches 
Zellwandmaterial mit Ausnahme von Baumwollhaaren fiir sie angreifbar 
ist. ,,Um die Tatigkeit in der Natur zu verstehen, hat man an die Wirkung 
eines Zusammenlebens gedacht (WINOGRADSKY, Stapp u. BorTEets 
HaRMSEN), wobei entweder die Inkrusten, in erster Linie das Lignin, 
herausgelést wiirden oder Abbauprodukte der Cellulose zur Verfiigung 
gestellt wiirden“ (Zit. nach SpEyER 1953). Dazu ist erginzend zu sagen, 
da diese Auffassung durchaus im Einklang steht mit unseren Beobach- 
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tungen an Myxobakterien. Die Inkrustierung des Zellwandmaterials 
braucht aber sicher nicht so massiv zu sein, wie im Falle der Lignifi- 
zierung, damit es zu einer Abbauresistenz kommt. Auch scheint ein voll- 
standiger und rascher Abbau des Zellwandmaterials zum Teil davon, 
abzuhangen, inwieweit den Myxobakterien geeignete Nahrstoffe fiir die 
erste Entwicklung zur Verfiigung stehen. Beispielsweise vermochten die 
von uns benutzten Stamme Wattefasern nur dann anzugreifen, wenn 


Abb. 9. Polyangium violaceum auf Abb. 10. Myzxococcus spec. Stamm4 auf Watte in 
von Inkrusten gereinigten Pollen- Wasser + 0,1°/, Glutaminsiiure, 5 Tage nach dem 
schliuchen von Lilium spec., 24 Std Impfen. Watte angegriffen. (Vergr. 480:1) 

nach dem Impfen. (Vergr. 480: 1) 


ihnen gleichzeitig Nahrungsquellen (Nahrlésung IIT nach Nortn 1955 
oder Glutaminsdure, siehe NoLrTE 1957) geboten wurden. 

Die Abb. 10 zeigt Wattefasern, die in Wasser mit 0,1°/) Glutaminsaure 
nach 5 Tagen deutlich von den Myxobakterien angegriffen sind. Auf dem 
gleichen Substrat ohne Glutaminsaure bleiben sie auch bei langerer Ver- 
suchsdauer unverandert. Die Lyse der Saprolegnia-Hyphen konnte eben- 
falls stark beschleunigt werden, wenn dem Wasseragar, auf dem die 
Bakterien wuchsen, geringe Mengen Glucose und Pepton oder Coli-Bak- 
terien zugegeben wurden. 

Die fermentative Aktivitat ist schon von Srneu (1947) dazu heran- 
gezogen worden, die Myxobakterien in zwei Gruppen einzuteilen. Die 
einen besitzen die Fahigkeit zum teilweisen oder vollstandigen Abbau 
von Cellulose (KRZEMIENIEWSKI 1937, IMSENECKI u. SOLNTZEVA 1937, 
Misuustin 1938), die anderen greifen lebende oder tote Zellen echter 
Bakterien und méglicherweise anderer Mikroorganismen an und ent- 
wickeln sich normal, wenn diese Zellen die einzige Nahrung sind. SINGH 
erwigt deshalb, die erste Gruppe als cellulolytische, die zweite als 
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bakteriolytische zu bezeichnen. Es erscheint kaum fraglich, daB eine solche 
Einteilung gerechtfertigt ist, wenn man die Untersuchungsergebnisse bei 
Myxobakterien ganz allgemein in Betracht zieht. Cellulolytische Akti- 
vitat besitzen sie wohl alle. Bakteriolytische Aktivitat, d.h. die Fahig- 
keit zum fermentativen Abbau von lebenden Zellen kommt offenbar nur 
den ,,hdheren‘‘ Myxobakterien zu. Sie sind also die weitaus aktiveren 
Formen, zumal die Cytophagen als Glieder in der Succession des Abbaus 
pflanzlicher Zellwande offenbar weitgehend auf ein Zusammenleben mit 
anderen Mikroorganismen angewiesen sind und ihre cellulolytische Akti- 
vitait nur unter diesen Voraussetzungen zu entfalten vermogen. 


Zusammenfassung 


1. Polyangium violaceum nov. spec. und zwei Myxokokkenstamme 
wurden auf ihre cellulolytische Fahigkeit gegentiber verschiedenem Zell- 
wandmaterial getestet. 

2. Am Beispiel der Hyphen- und Oogonienmembranen von Sapro- 
legnia, die im elektronenmikroskopischen Bild ein typisches Cellulose- 
fibrillengeflecht aufweisen, sowie an Pollenschlauchen zweier Liliaceen 
wurde gezeigt, da Cellulosezellwande vor dem cellulolytischen Angriff 
der Myxobakterien geschiitzt sind, wenn sie maskiert oder inkrustiert sind. 

3 Mit verschiedenen Reinigungsmethoden wurde versucht, die In- 
krusten zu entfernen und aus deren Lésungsverhalten ihre Zugehorigkeit 
zu bestimmen. 

4. Im Falle der Saprolegnia-Oogonienmembranen sind wahrscheinlich 
niedermolekulare Lipoidstoffe fiir die Abbauresistenz der Cellulose ver- 
antwortlich. 

5. Der Abbau reiner Cellulose wurde beschleunigt durch einen Zusatz 
von Nahrstoffen. Bei Wattefasern erfolgte ohne Nahrstoffe tiberhaupt 
kein Angriff. 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstttzung durch die Deutsche Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrt. 
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Studien zur Entwicklungsphysiologie von Aspergillus 
Il. Die Modifizierbarkeit der Conidiengré8e von Aspergillus repens 


Von 
CHARLOTTE THIELKE 


Mit 7 Textabbildungen 


(Eingegangen am 29. April 1959) 


In einer vorhergehenden Untersuchung konnte gezeigt werden, daB 
das Membranwachstum am Conidientriger von Aspergillus leicht zu 
beeinflussen ist (THIELKE 1958). Die dort dargestellten Morphosen 
kommen zustande durch intensiviertes Wachstum vornehmlich an solchen 
Orten, die bei normaler Entwicklung lokal begrenzte sekundare Wachs- 
tumsbezirke haben, also dort, wo sich am Kopf des Conidientragers die 
Sterigmen entwickeln. Da auch die Conidien ihrerseits an solchen 
begrenzt wachstumsfahigen Zonen der Sterigmen entstehen, miiBte ihre 
Ausbildung ebenfalls durch die gleichen Einwirkungen modifizierbar sein. 
Nach den friiheren Beobachtungen wirken sich die zur Sterigmen- 
proliferation fiihrenden Faktoren fordernd auch auf die ConidiengréBe 
aus. Eine etwas genauere Bestimmung der ConidiengréBe unter den 
verschiedenen Bedingungen scheint daher wichtig zu sein. 


Die Kulturen wurden in ahnlicher Weise, wie 1958 mitgeteilt, angelegt. Sie 
wuchsen auf einem Nahrboden aus 1,5°/, Agar, dem ein Trockenmalzpraparat 
(Maltzin, Diamalt A.G., Miinchen; im folgenden als M abgekiirzt) in Konzentrationen 
von 3-, 10- und 20°/, in Leitungswasser gelost zugeftigt wurde (M 3°/,, M 10°/,, 
M 20°/,). Die Angabe der relativen Luftfeuchtigkeit bezieht sich lediglich auf den 
Raum, der die geschlossenen Petrischalen mit den Kulturen umgibt. Zur Unter- 
suchung dienten die Stamme der glaucus-Gruppe A 48, der bereits 1958 benutzt 
wurde, A 37, der aus einer Luftinfektion stammte, und in einem Fall wurde das 
Verhalten von A. echinulatus (A 66) kontrolliert (ebenfalls glawcus-Gruppe). Die 
Gestalt der Conidien variiert von rund bis elliptisch und birnenférmig (Abb. 1). 

Da bei der GréBenainderung in erster Linie die Langenanderung sehr auffallig ist, 
wurde zu ihrer Feststellung lediglich die Bestimmung des groiten Durchmessers 
vorgenommen, der stets in Richtung der Polarititsachse des Conidientragers liegt. 
Diese Messungen erfolgten bei schnell wachsenden Kulturen nach 7 Tagen, bei 
langsam wachsenden nach 10—14 Tagen. Im letzten Fall war es manchmal schwer, 
geniigende Mengen von Conidien zu gewinnen, deshalb beziehen sich die unter * 
angegebenen Zahlen auf einen Durchschnittswert von nur je 100 Conidien, wahrend 
in allen iibrigen Fallen der Mittelwert aus je 500 Messungen errechnet wurde. Die 
Bestimmung der Conidienlinge erfolgte im Wasserpraparat mit dem Ocular- 
schraubenmikrometer von Leitz. Aufbewahrung der Conidien in Glycerin oder in 
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Lactophenolglycerin (AMANN 1896) erwies sich als unzweckmaBig, weil beide Medien 
Schrumpfung verursachen. In einem Fall betrug der Mittelwert der Conidienlange 
aus 500 Messungen im Frischpraparat 5,4 uw + 0,019; das gleiche Material erbrachte 
nach 24 Std Aufbewahrung in 40°/, Glycerin den Wert von 4,9 uw + 0,018. 

Da die Messung der frischen Conidien innerhalb eines moglichst kurzen Zeit- 
raumes zu erfolgen hatte, konnten die einzelnen Serien nur mit einer geringen Anzahl 
parallel laufender Versuche angesetzt werden. Die hier darzustellende Tendenz der 
kontinuierlichen GréBenzunahme der Conidien zeigt sich klar innerhalb jeder 
einzelnen Serie, wie auch immer die Konstellation der nebeneinanderlaufenden 
Kulturen beschaffen sein mag. Die absoluten Werte aus den Versuchen von gleicher 
Konstellation jedoch aus verschiedenen Serien stimmen nicht immer miteinander 
iiberein (vgl. Tab. 2). Die Auf- 
stellung von umfassenderen 
Serien war dagegen nicht mit 
der Auswertung zu vereinbaren, 
die innerhalb von 1—2 Tagen 
abgeschlossen sein sollte, da 
spater starkere Veranderung der 
Nahrbéden eintreten konnte. 

In allen Versuchen wurde 
auch der Durchmesser der 
Kolonien bestimmt, wie es in 
Tab.4 an einigen Beispielen 
dargestellt ist. Bei der Impfung 
ist niemals auf eine Aussaat 
gleicher Conidienmenge geach- 
tet worden. In den meisten 
Fallen wurden die Conidien mit 
der gleichen Impfése an 3 Stel- 
len derselben Petrischale nach- 
einander aufgetragen. Trotzdem 


Abb. 1. Variabilitiit der Conidien von Aspergillus repens 
A 37. a Entwicklung bei 3—10°/, rel. Feuchte, 20—22°C, a i 4 
auf M 20°/. Mittelwert aus 100 Messungen 5,6 « + 0,048. entwickelten bei diesen par- 
b Entwicklung bei 100°/, rel. Feuchte, 20—22°C, auf allelen Impfungen mit sicher 


M 3°/,. Mittelwert aus 100 Messungen 6,5 « + 0,15 unterschiedlicher Conidien- 


menge die Kolonien fast gleiche 
Durchmesser. Da die anfangliche Conidienmenge praktisch keinen Einflu® auf 
die GroBe der spiteren Kolonie haben kann, haben BRancaTo u. GOLDING (1953) 
gezeigt. 
Die Zahl der Kerne wurde an Conidien bestimmt, die nach Fixierung durch Hitze 
der Feulgenschen Nuklealreaktion unterworfen wurden. Die optimale Hydrolysezeit 
betrug bei 60°C 8—10 min. 


Die frither mitgeteilten morphologischen Veriénderungen am Conidien- 
triger von Aspergillus sind ein relativ grober Ausdruck zur Messung der 
intensivierten Wachstumsvorginge. Die Veranderung der ConidiengréBe 
ist dagegen eine wesentlich empfindlichere Reaktion auf minimale 
Abanderungen der auBeren Bedingungen, da sie bereits unter solchen 
Einfliissen abzulesen ist, die noch nicht zur Bildung groRerer Morphosen, 
z.B. Sterigmenproliferation, ausreichen. Die GréBenzunahme der Conidien 
gibt daher tiber die gleichen gesteigerten Wachstumsvorgange Auskunft, 
erlaubt aber etwas exaktere Aussagen. 
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1. Luftfeuchtigkeit 


Unter den verschiedenen Bedingungen ist der EinfluB der Luft- 
feuchtigkeit stets in gleicher Richtung zu beobachten. In allen gepriiften 
Temperaturbereichen und auf den Substraten mit verschiedenen Maltzin- 
konzentrationen konnte bei den Conidien immer eine Langenzunahme 
bei erhéhter Luftfeuchtigkeit festgestellt werden (Tab. 1). Da aus friiheren 
Untersuchungen bekannt war, daB die Morphosen mit steigender Luft- 
feuchtigkeit in graduell ansteigender Reihe starker ausgepragt waren, 
konnte bei diesen Untersuchungen auf eine genaue Analyse der Zwischen- 
stufen verzichtet werden. Es wurden daher nur Messungen in den beiden 


Tabelle 1. ConidiengréBe (in wu) von Aspergillus repens in 2 verschiedenen 
Peuchtigkeitsbereichen 
Die Werte sind als Mittelwerte von je 500 Conidien bestimmt, auBer *, dort liegen 
nur je 100 Messungen vor 


Temperatur 20—22°C 30°C 
Stamm A 37 A37 A 37 A 48 A 37 A 37 
Nahrboden M35 M 20°/, M 10°/, M 20°/, M10°/, M 20°/, 
3—10°/, | oD) 6,3 6,1 6,6 5,8 
relative Feuchte] +0,034 | +0,021 | +0,049 | +0,028 | +0,034 | +0,036 
100°/, 6,8 5,9 oda 6,7 Taare 72 
relative Feuchte} -+-0,059 | +0,031 | --0,17 +0,048 | +0,12 + 0,059 


extremen Bereichen von 3—10°/, rel. Luftfeuchtigkeit (iiber H,SO,) und 
von 100°/, (tiber Wasser) vorgenommen. Bei Trockenheit und niedriger 
Temperatur sind die Conidien relativ gleichmaBig groB. Die Linge der 
Conidien schwankt z.B. bei A 37 auf M 20°/, bei 20—22° und 3—10°/, 
rel. Feuchte zwischen den Extremen von 4,64 und 7,1 u (Mittelwert 
5,5 w + 0,021). Unter anderen Bedingungen, bei 100°/, rel. Feuchte 
und 30°C treten die Extremwerte von 4,64 und 11,4 (Mittelwert 
7,2 wu + 0,059) auf. Die Variationsbreite in der ConidiengréBe pragt sich 
auch im Wert des mittleren Fehlers aus, der bei Trockenheit stets kleiner 
ist als bei hoher Feuchtigkeit. In den héheren Temperaturbereichen 
werden auf den Nahrbéden schwacher Konzentration (M 10°/,) nur sehr 
wenige Conidien in gleicher Zeit gebildet, sodaB in diesen Fallen die 
Messung an nur je 100 Conidien erfolgte. In anderen Fallen sind solche 
Versuche zu einem spateren Zeitpunkt ausgewertet worden. Auf 3°/, 
Maltzin und bei hoher Luftfeuchtigkeit ist die Entwicklung bei héherer 
Temperatur stark verlangsamt; oft werden dann auch keine Conidien 
mehr ausgebildet. Entsprechende Angaben sind friher mitgeteilt worden 
(THIELKE 1958). 
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2. Konzentration des Substrates 


Bei Priifung der Conidienlinge auf Substraten von verschiedener 
Maltzinkonzentration kann eine gleiche Entwicklungstendenz beobachtet 
werden. Mit abnehmender Maltzinkonzentration, die einer zunehmenden 
Hydratur des Nahrbodens entspricht, werden auch die Conidien immer 
groBer. Innerhalb jedes einzelnen Temperatur- und Luftfeuchtigkeits- 
bereiches ist die gleiche Richtung der Entwicklung wahrnehmbar. Ein 
Vergleich der beiden Reihen von A 37 bei 30° in Tab.2 zeigt, daB die 
absoluten Werte verschiedener Versuchsreihen auch unter scheinbar 
gleichen Bedingungen nicht immer iibereinstimmen. Faktoren minimaler 


Tabelle 2. Conidiengréfe (in x) von Aspergillus repens und A. echinulatus (A 66) 
auf Néhrbéden verschiedener M altzinkonzentration 
Mittelwerte aus je 500 Messungen. * Mittelwerte aus je 100 Messungen 


Temperatur 20—22° 


A 37 


Stamm A 66 A 37 


100°/, |3—10°/,} 3—10°/,| 100°/, 3—10°/, 
M 3°, 6,8 7a ag 7.22 he Oe eae 
+.0,059 4. 0,062|-+0,044|+0,043 +0,038 +0,052 
M 10°/, 6:3!) (8,6% | 63-266 4. 652 [° Wey SS" | Or See 
+£.0,044|+-0,17 |-+0,046|-+0,052/+- 0,045] + 0,055|+-0,031|-+ 0,048} 0,032 
M 20°, 5,9 |-83*| 54 1-54 | 64 | 5 1 54 | 58 [oS 
4.0,030|-+0,092-+ 0,019] 0,020] +-0,026]+ 0,032| + 0,017|+-0,022)+- 0,025 


rel. Feuchte 3—10°/, | 3—10°/, | 3—10°/, | 3—10/, 


Art mégen fiir diese Differenzen verantwortlich sein. Hier handelte es 
sich vielleicht um Unterschiede des Nahrbodenalters. In der ersten 
Reihe wurde er in frisch bereitetem Zustand verwendet, in der zweiten 
Reihe hatte er 14 Tage lang im Kihlschrank gelagert. Auf ahnliche Weise 
kann man auch gleiche Werte unter verschiedenen Bedingungen erhalten. 
So sind bei 28° die Werte fiir die Conidienlinge von A 37 auf M 20°/, in 
peiden Feuchtigkeitsbereichen gleich, obwohl in Tab.1 gezeigt werden 
konnte, da® die Conidien auch auf M 20°/, bei hoherer Luftfeuchtigkeit 
gréBer waren. Wahrend der Entwicklung einer Kolonie iiber einen 
langeren Zeitraum hindurch ist mit Verinderungen des Substrates zu 
rechnen, die sich in Form und Gré8e der Conidien auspragen kénnen. In 
einem Beispiel wurde dabei eine geringe Abnahme der Conidiengréfe 
festgestellt. Conidien von A 48 auf M 20°/, bei 30° und 100°/, Feuchtig- 
keit, die dem Rande einer S8tigigen Kultur entnommen waren, hatten 
einen Mittelwert von 7,2 u + 0,039, 6 Tage spiter betrug der Mittelwert 
der Conidien vom Rande der gleichen, inzwischen vergréRerten Kolonie 
7,1 4 + 0,045. Hine geringfiigige Anderung des Substrates, vielleicht in 
bezug auf dessen Hydratur, mag hier stattgefunden und die GréSen- 
anderung verursacht haben. 
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3. Temperatur 


Wenn man die Wirkung des Temperaturfaktors allein betrachtet, dann 
ist — ebenso wie bei den Conidientragermorphosen — mit steigender 
Temperatur VergréBerung der Conidien festzustellen (Tab.3). Abgesehen 
von den Fallen, bei denen keine Keimung eintritt (z.B. bei 32° und 
100°/, rel. Feuchte auf 3°/, Maltzin) oder die Entwicklung zu langsam 
erfolgt, um eine geniigende Menge an Conidien zu bekommen, nimmt 


Tabelle 3. Conidiengrofe (in 1) von Aspergillus repens in verschiedenen 
Temperaturbereichen 


Mittelwerte aus je 500 Messungen. * Mittelwerte aus je 100 Messungen 


Nahrboden M 3%, M10, M 20°/y 
Stamm A 37 A 37 A 48 A 37 A 87 A 48 
relative Feuchte 38—10°/y 100°/, 3—10°/, 38—10°/, 65°/y 3—10°/, 
20—22° BT 6,3 6,2 — 5,9 5,9 
+0,034 | +0,044 | +0,035 +0,022 | +0,024 
28° 5,9 6,6 6,5 5,8 6,2 6,1 
+0,035 | +0,052 | +0,045 | +0,036 | +0,028 | +0,028 
30° 6,0 ne 6,8 6,2 7,0 6,8 
+0,038 | +0,12* | +0,045 | +0,040 | +0,049 | +0,055 
32° 6,6 Ss) an 7,3* Hi i. 
+0,052 + 0,059 


auch die ConidiengréBe mit steigender Temperatur zu. Bei hdherer 
Temperatur ist die Variabilitat der ConidiengréBe recht beachtlich. So 
liegen die Extremwerte fiir A 37 bei 32° auf M 20°/, in 3—10%, rel. 
Feuchte bei 13,9 uw und 4,8 uw (Mittelwert 7,3 ~), wahrend sie bei 65°/, 
rel. Feuchte und 20—22° auf M 20°/, 7,6 uw und 4,4 u (Mittelwert 5,9 u) 
betragen. 


4, Die Conidiengrépe 

Die Tabellen zeigen, daB die gleichen Faktoren, die bei Aspergillus 
eine Induktion von Morphosen des Conidientrigers bewirken konnten, 
auch eine Morphose der Conidien verursachen kénnen. Wahrend die 
effektvollere Morphose des Conidientragers durch starkeres Wachstum 
am Orte der Sterigmenbildung auftritt, kommt die weniger auffallige 
Conidienmorphose durch Wachstum bei der Abgliederung von einzelnen 
Conidien zustande. Beide Morphosen sind also nur graduell voneinander 
verschieden. In beiden Fallen ist hinsichtlich der Dosierung der einzelnen 
Faktoren die gleiche Tendenz zu beobachten. Verstarktes Langenwachs- 
tum bei der Ausbildung dieser Organe stellt man bei hoherer Temperatur 
im Bereich von 20—32° fest. Verstirktes Wachstum tritt sowohl bei 
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hoherer Luftfeuchtigkeit als auch bei geringerer Maltzinkonzentration 
auf, Wahrend in den beiden ersten Fallen die Faktoren direkt auf den 
Ort der Membranbildung einwirken kénnen, scheint die Zuckerkonzen- 
tration im Nahrsubstrat bzw. dessen Hydratur einen indirekten KinfluB 
zu haben, da die resultierende Morphose oberhalb des Substrates 
erscheint. Die médglicherweise daneben 
vorhandenen Morphosen innerhalb des 
Nahrbodens wurden nicht registriert. 
Diese indirekte Wirkung ist insofern 
interessant, als sie es méglich erscheinen 
14Bt, Substanzen, die in bezug auf die 
Entwicklung von Chitinmembranen 
Wuchsstoffcharakter haben, in ihrer 
Wanderung und Wirksamkeit auBerhalb 
des Substrates zu kontrollieren. Trotzdem 
sollten unmittelbar oberhalb des Sub- 
strates, im Raum der Conidientrager, die 
Hydraturverhaltnisse genauer bestimmt 
werden, deren direkte Wirkung vorerst 

nicht ausgeschlossen werden kann. 
Abb.1a zeigt die Hinheitlichkeit der 
Conidien von relativ geringer GréBe. Bei 
ihnen besteht auch eine kraftige warzige 
45 $0 §5 60. 66 77 Oberflichenstruktur. Liegt der Durch- 
Fete eT Preeti schnittswert der ConidiengréBe hoch, so 
ardBe von A, repens 4°87. Verteilung» 18t) auch die morphologische Variabilitat 
von je 500Conidien innerhalb der bedeutend erhéht (Abb.1b). Die Conidien 

einzelnen GréBenklassen mit 0,1 « 3 5 

Differenz untereinander. Entwicklung sind dann an der Oberflaiche glatt 
oA curb onde PR fovewte und haben oft Vacuolen. Messungen 
(500 Messungen) haben ergeben, daB die Variationsbreite 
der gréBeren Conidien um mehr als 
das zweifache zunehmen kann (Abb. 2—4). Die Conidienlange schwankte 
in meinen Versuchen zwischen den Extremwerten von 4,34 und 
16,2 w. Dabei sind die Werte zwischen 4,3 und 4,6 fast in allen 
Versuchsserien vertreten, wihrend die Extremwerte der oberen Grenze 
sehr variabel sein kénnen. DaB die Variabilitait bei den Minimalwerten 
so gering ist, mag damit zusammenhangen, daB funktionstiichtige 
Sterigmen eine gewisse Mindestbreite haben und dementsprechend auch 
nur Conidien von wenigstens 4,3 w abgliedern kénnen. Die Entwicklungs- 
weise der Conidien laBt es zu, daB hinsichtlich des dabei stattfindenden 
Laingenwachstums sehr unterschiedliche Reaktionsweisen méglich sind. 
Wenn bei der Ausbildung der einzelnen Conidien intensiviertes Langen- 
wachstum beobachtet wird, dann ist das Wachstum der gesamten 
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Kolonie schwacher und die Zahl der in der gleichen Zeiteinheit gebildeten 
Conidien ist erheblich geringer. 

Die GréBe der Ascosporen scheint nach fliichtiger Untersuchung 
weniger modifizierbar zu sein. Als Endosporen entstchen sie in einem 
Raum mit vielleicht eigenem Mikroklima, so da8 die Sporenentwicklung 
hier von AuSenfaktoren relativ unabhangig verlaufen kann. Kine genauere 
Priifung dieser Verhaltnisse, insbesondere der Effekt der Nahrboden- 
konzentration, steht jedoch noch aus. 


Zahl der Conidien 
s. 8.8 


S 


GSAASTUOG TO GOMES GOTE BO BF B99 95 


GroBe der Contdren ine 
Abb.3. Wie Abb.2. Entwicklung auf M 10°/, bei 100°/, rel. Feuchte und 28°C. Mittelwert 6,6 ~ + 0,052 
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Abb.4. Wie Abb. 2. Entwicklung auf M 3°/, bei100°/, rel. Feuchte und 28°C. Mittelwert 6,8 « + 0,044 
(500 Messungen) 


Von den vorliegenden Berichten tiber die experimentelle BeeinfluB- 
barkeit der Grofe von Sporen und Conidien weisen einige Ergebnisse 
eine ahnliche Tendenz auf. So konnte Exxiorr (1949) zeigen, daB die 
Conidiengré8e von Helminthosporium geringer wird, wenn im Nahrboden. 
der Zuckergehalt ansteigt. Die mittlere GrdBe der Conidien von 
H. victoriae betragt auf 0,03°/, Zucker 56 u, wihrend sie auf 2°/) Zucker 
nur einen Mittelwert von 25,8 wu erreichen. H. oryzae hat auf 4°/, Zucker 
eine Conidienlange von 93 w und auf 10°/, eine von 59 uw. Eine Erhéhung 
der durchschnittlichen ConidiengréBe um 30°/, 1aBt sich bei Helmintho- 
sporium auch durch Einwirkung von 2,4-D- und 2-Methyl-4-chlor- 
phenoxyessigsdure erzielen (WAGNER 1955). 

Diese an einer Form mit mehrzelligen Conidien erhaltenen Ergebnisse 
sind allerdings nicht ohne weiteres auf die Verhaltnisse bei einzelligen 
Conidien zu iibertragen, weil die Wachstumsvorginge in beiden Fallen 
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unterschiedlich ablaufen konnten. Die zweizelligen Conidien von 
Trichothecium rosewm scheinen sich unter Einwirkung ahnlicher Faktoren 
dagegen anders zu verhalten. Ihre GréBe nimmt zu mit steigender 
Glucosekonzentration (Doaurr 1956). Allerdings lauft vielleicht auch 
hier der Wachstumsvorgang bei der Entstehung von zweizelligen Conidien 
anders ab als bei denen von Aspergillus. Nach Untersuchungen von 
SéreEx (1955), der den Einflu8 des Temperaturfaktors auf die Conidien- 
gréBe priifte, soll die maximale Groé8Re der Conidien bei relativ niedrigen 
Temperaturen erreicht werden. Das gilt auch fiir mehrzellige Conidien ; 
bei Fusarium und bei Gibberella baccata erhdht sich mit der GroBe der 
Conidien auch die Zahl der Zellen. Aspergillus flavus (flavus-Gruppe) hat 
seine maximale GréBe bei 20° C mit 5,893 w; bei 36° sind die Conidien 
4,43 w groB. Der Befund an Aspergillus flavus wiirde bedeuten, daB die 
Reaktion auf die angegebenen Faktoren bei der Conidienbildung inner- 
halb der Gattung Aspergillus nicht einheitlich sein kann. Diese Tat- 
sache ist eigentlich nicht itberraschend, nachdem bekannt ist, daB bereits 
innerhalb der glaucus-Gruppe unterschiedliche Reaktionen auftreten. 
A. amstelodami war unter gleichen Bedingungen nicht zur Bildung von 
entsprechenden Morphosen zu veranlassen wie A. repens (THIELKF 1958). 
Auch im Verhalten mehrerer repens-Stamme sind quantitative Differenzen 
nachweisbar. 
5. Die Zahl der Zellkerne 

Die Bestimmung der Kernzahl reifer Conidien ergab ein recht ein- 
deutiges Bild. Mit zunehmender Conidiengré8e erhdht sich auch die Zahl 
der feulgenpositiven Kerne (Abb.5—7). Die Descendenz der Kerne ist 
noch nicht untersucht worden. Es wire wichtig gewesen, den Zusammen- 
hang zwischen GréBe und Kernzahl fiir jede einzelne Conidie zu kennen, 
jedoch konnte an den Conidien, die bereits der Feulgenschen Nuklear- 
reaktion unterworfen waren, eine Gro8enbestimmung nicht mehr durch- 
gefiihrt werden; die dabei erlittenen Deformationen waren zu groB. Die 
dargestellten Kernzahlen beziehen sich jeweils auf den angegebenen Mittel- 
wert. Beide Werte sowie die in Abb.2—4 dargestellten GroBenklassen 
sind aus parallelen Abstrichen des gleichen Versuchs gewonnen worden. 
Diese Untersuchungen ergaben zwei wesentliche Resultate. Zunadchst ist 
die unterschiedliche Lage der Haufigkeitsmaxima zu verzeichnen. Mit 
zunehmender GroBe verschiebt sich das Maximum zur hoheren Kernzahl. 
Noch auffilliger ist die sehr unterschiedliche Breite der Kernzahlspektren, 
die wieder mit der stairkeren Variabilitat der Conidiengré8e unter den, 
entsprechenden Bedingungen parallel geht (vgl. Abb.2—4 und 5—7). 

Zur Frage der Kernzahl in Conidien von unterschiedlicher GréBe liegen 
einige Angaben vor, die tiber ahnliche Beobachtungen berichten. Bei 
Neurospora crassa bleibt eine gewisse Kern-Plasma-Relation erhalten 
(HrupscHMANN 1952). Wenn auf verschiedenen Nahrbéden Conidien 
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von unterschiedlicher GroBe gebildet werden, dann nimmt auch die Zahl 
der Kerne proportional der Volumenvergré8erung zu. Auch bei Alternaria 
solani haben die Conidien keine konstante Kernzahl (Strat 1958). Ihre 
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Abb.5. Verteilung von je 500 Conidien von A. repens A 37 nach der Zahl der Zellkerne geordnet. 
Entwicklung auf M 20°/, bei 100°/, rel. Feuchte und 28°C. Durchschnittlich 2,16 Kerne pro Conidie. 
(Vel. mit Abb. 2) 


Abb.6. Wie Abb.5. Entwicklung auf M 10°/, bei 100°/, rel. Feuchte und 28°C, Durchschnittliche 
Kernzahl pro Conidie 3,45. (Vgl. mit Abb. 3) 


Entwicklung auf M 3°/, bei 100°/, rel. Feuchte und 28°C. Durchschnittlich 4,63 


Abb.7. Wie Abb. 5. 
Kerne pro Conidie. (Vgl. mit Abb. 4) 


Verteilung ist anfangs vielleicht dem Zufall unterworfen; bei reifen 
Conidien, die meist sehr viele Kerne enthalten, kénnte eine Korrelation 
zwischen Kernzahl und ZellgréBe bestehen. 

Die Berichte tiber die Zellkernzahlen der Conidien von Aspergillus 
sind nicht ganz einheitlich. BAKER (1945) gibt an, daB bei A. fumigatus 
und A. clavatus einkernige Sterigmen Conidien abschniiren, die anfangs 
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ebenfalls einkernig sind, vor der Keimung aber 2- bis 6kernig werden. In 
diesem Fall miiBten die Kerne alle von genetisch gleicher Qualitat sein. 
Auch bei A. repens sollen die anfangs einkernigen Conidien, die ver- 
schieden groB sein kénnen, von einkernigen Phialiden abstammen, jedoch 
spiter mehrkernig werden: ,,Nuclear division and increase of spore size 
are concomitant until at germination the conidia are multinucleate“ 
(1945, 8. 588). Das wiirde aber bedeuten, daB sowohl die Kernzahl wie 
auch die Conidiengrd8e nicht gleich bei der Entwicklung bestimmt 
wiirden. Bei der Conidienbildung von A. echinulatus wandern nach 
Baker mehrere Kerne aus der mehrkernigen Phialide ein. Diese Conidien 
koénnten danach also mehrere genetisch heterogene Kerne besitzen. Das 
Vorkommen von Heterokaryosen gab Yuri den AnlaB, die Kernzahlen 
von 60 Arten der Gattung Aspergillus zu iiberpritfen. Dabei erwiesen 
sich die Arten mit einem mittleren Conidiendurchmesser von unter 4 4 
als einkernig, wahrend die Arten mit durchschnittlich ttber 5 messenden 
Conidien meist mehrkernig waren. Gute Ubereinstimmung zwischen 
GréBe und Kernzahl fand er auch bei den Vertretern der glaucus-Gruppe 
insofern, als die Arten mit groBen Conidien (6—10 1) auch 2—12 Kerne 
haben (A. umbrosus, A. echinulatus, A. medius, A. niveoglaucus). In den 
mum Teil 12kernigen Conidien wird die héchste bis dahin bekannte 
Kernzahl fiir Aspergillus-Conidien erreicht. Von den Arten mit kleineren 
Conidien haben A. amstelodami (3,5—5,2 w) und A. chevaliert (4,5—5,5 p) 
nur jeweils einen Kern. A. repens soll bei einer Conidiengré8e von 
5—6,5 u meist 1- oder 2 kernige Conidien haben; weniger haufig konnen 
aber auch 3- bis 4kernige vorkommen. 

Die hier dargelegten Versuche zeigen, da dieser Organismus ein recht 
breites Reaktionsspektrum besitzt, das sich im unterschiedlichen Strek- 
kungswachstum der Zellwainde aufert. Ahnliche Reaktionen kennen 
wir vom Streckungswachstum der Cellulosezellwinde recht genau, sie 
fiihren jedoch bei den histologisch komplizierteren Pflanzen zu nicht sehr 
auffalligen Morphosen des gesamten Organismus. Ob das veranderte 
Wachstum bei Aspergillus mit einer Verinderung des Trockengewichtes 
zusammenhingt, bleibt zu pritfen. Die Tatsache, daB grofere Conidien 
auch mehr Kerne haben, scheint dafiir zu sprechen, daB einzelne Conidien 
mit ihrer VergréBerung auch an Substanz zunehmen. In diesem Fall 
entstehen jedoch erheblich weniger Conidien und die Kolonien ent- 
wickeln einen wesentlich geringeren Durchmesser; in bezug auf die 
gesamte Kolonie diirfte dabei kein Substanzgewinn zu verzeichnen sein. 
Die Frage, ob das Wachstum der Aspergillus-Membran durch Wuchs- 
stoffe in ahnlicher Weise zu steuern ist, wie durch die hier besprochenen 
Faktoren, bedarf ebenfalls noch einer Untersuchung. 

Fiir die Bestimmung von Mikroorganismen mit labiler Wuchsform 
ergibt sich stets das Problem, welche Erscheinungsform als normal 
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anzusehen ist. Das Wachstumsoptimum eines Pilzes wird oft durch die 
Ermittlung des Trockengewichtes dargestellt. Brancato u. GoLDING 
(1953) weisen darauf hin, daB sich auch die Bestimmung des Kolonie- 
durchmessers in diesem Zusammenhang verwerten liBt. Aspergillus gilt 
als recht xerophil und thermophil. Bei Temperaturen von 32° wird jedoch 


unter manchen Bedingungen die 
vegetative Fruktifikation stark 
verzogert oder gehemmt. Ein nor- 
males Wachstum sollte aber auch 


Tabelle 4. Durchmesser der Kolonie in 
Millimeter nach 7 Tagen. Aspergillus 
repens A 37 


an einer guten Fruktifikation zu er- 
kennen sein. Bei Aspergillus repens 


Temperatur 28° 30° 
rel. Feuchte |3—10°/,| 100°/, |3—10°/,| 100°/, 


finden wir eine reichliche und = ra 0 s . 6 
? eed Poa Face) 
schnelle Bildung relativ kleiner M 20°/, 4B 30.1 32 1 95 


Conidien bei geringer Luftfeuchtig- 
keit und hoher Zuckerkonzentration im Naéhrboden. Unter den gleichen 
Bedingungen ist auch der Durchmesser der Kolonie bedeutend gréB8er als 
unter solchen Bedingungen, die nur eine geringe und langsame Frukti- 
fikation erlauben und gré8ere Conidien hervorbringen (Tab. 4). 

Danach kénnte man die Wuchsform, bei der die Kolonie schnell 
wachst und kleine Conidien erzeugt, als fiir Aspergillus charakteristisch 
ansprechen. Es bleibt jedoch zweifelhaft, ob nicht zur Bestimmung der 
,Normalform“ eines Aspergillus die Untersuchung der Ascosporen 
wichtiger wire, soweit sie tiberhaupt gebildet werden kénnen. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 

Unter Einwirkung erhohter Luftfeuchtigkeit, erhohter Temperatur 
oder durch erniedrigte Maltzin-Konzentration des Naihrbodens werden 
von Aspergillus repens vergroBerte Conidien gebildet. Mit zunehmender 
GréBe erhéht sich auch ihre morphologische Variabilitat. 

Unter Einwirkung von niedriger rel. Luftfeuchtigkeit, niedriger Tempe- 
ratur und hoher Maltzin-Konzentration entstehen kleine gleichmaBige 
Conidien. Das Wachstum der gesamten Kolonie ist hierbei wesentlich 
gefordert. 

Die Zahl der feulgenpositiven Kerne kann in den Conidien zwischen 1 und 
12 schwanken und scheint der Conidiengré8e direkt proportional zu sein. 
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Nachweis und quantitative Bestimmung der Polyphosphate 
in wasserstoffoxydierenden Bakterien 


Von 
H. KALTWASSER und H. G. SCHLEGEL 


Mit 3 Textabbildungen 


(Eingegangen am 2. Mat 1959) 


Wird autotroph gewachsenen Zellen von wasserstoffoxydierenden 
Bakterien die Méglichkeit zur Wasserstoffoxydation gegeben, so binden 
sie anorganisches Phosphat in einer Form, in der es nicht mehr als solches 
bestimmbar ist. Die Analyse einzelner Phosphatfraktionen lieB erkennen, 
da8 anorganisches Phosphat in leicht hydrolysierbare Verbindungen 
iibergefiihrt wird, von denen nur ein kleiner Teil in Trichloressigsaure 
loslich ist. Es wurde vermutet, daB es sich bei der TES-unléslichen, 
leicht hydrolysierbaren Fraktion um Polyphosphate + handelte (SCHLEGEL 
1954). Sie wurden aber weder qualitativ noch quantitativ exakt nach- 
gewlesen. 

Da Polyphosphate anhydridische Bindungen enthalten und zu den 
energiereichen Verbindungen gehoren, liegt es nahe, eine Beziehung zum 
Energichaushalt der Zelle anzunehmen. Die Ergebnisse der physiologi- 
schen Untersuchungen wiirden sich also in dem Sinne interpretieren 
lassen, daB waihrend der Energiegewinnung der Zellen durch Oxydation 
yon Wasserstoff anorganisches Phosphat in Polyphosphate tberfiihrt 
wird. Ob den gebildeten Polyphosphaten die Rolle eines Energiespei- 
chers (HorrMANN-OsTENHOF u. WEIGERT 1952, HorrmMaNN-OSTENHOF 
u. Mitarb. 1955a,b) oder einer Phosphatreserve zukommt, ist vorerst 
nicht untersucht worden. Zur Interpretation der Befunde und zur Vor- 
bereitung neuer physiologischer Untersuchungen sollten Methoden zum 
exakten Nachweis und zur quantitativen Erfassung von Polyphosphaten 
in Bakterien ausgearbeitet werden, die auch an kleien Substanzmengen 
durchfiihrbar sind und so eine nahere Bearbeitung des Problems ermog- 
lichen. 


1 Nomenklatur nach THiLo (1955). Folgende Abkiirzungen werden verwendet: 
ADP = Adenosindiphosphat; ATP = Adenosintriphosphat; DNS = Desoxyribo- 
nucleinsiure; RNS = Ribonucleinsiure; TES = Trichloressigsdure. 
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Organismus 


Die Untersuchungen wurden einerseits an autotroph gewachsenen Zellen des von 
SCHLEGEL (1953, 1954) isolierten Hydrogenomonas-Stammes vorgenommen, dessen 
Anzucht schon ausfiihrlich beschrieben wurde. Die in Hauten oberflachlich auf dem 
anorganischen Medium unter einer Atmosphare von Knallgas und CO, wachsenden 
Bakterien wurden anfanglich durch Absaugen mittels einer Pipette, spater durch 
Zentrifugation in der Durchlaufzentrifuge ,,Cepa‘‘ geerntet. Durch Schiitteln mit 
Glaskugeln wurden die Bakterien in pipettierbare Suspensionen tiberfihrt. Fiir 
spatere Untersuchungen wurde der von Bovz tu isolierte Stamm Hydrogenomonas 
spec. verwendet+. Dieser Organismus wurde nur nach heterotropher Anzucht auf 
glutaminsaurehaltigem Medium untersucht. Die Zellen wurden durch dreimaliges 
Suspendieren in 0,01°/,iger Kochsalzléisung und Zentrifugation bei 2600 g vom 
Kulturmedium befreit. 


Analytische Methoden 


Orthophosphat wurde nach der von ScutuGEL (1954) modifizierten Methode 
nach MArTLAND u. Rosson (1926) als Phosphomolybdinblau in waBriger Lésung 
im Elko IT bei 720 mu und im Beckman-Spektrophotometer Modell DU bei 750 mu 
gemessen. Die Ausgangsmengen wurden so gewahlt, daB die Extinktionswerte im 
Bereich zwischen 0,02 und 0,2 (etwa 3,5—35 y P) lagen. Die Phosphatwerte wurden 
mit einem aus dem Hichkurvenverlauf ermittelten Korrekturfaktor errechnet. Die 
in eiweiB- und nucleinsdiurehaltigen Lésungen auftretenden Triibungen wurden 
durch Zentrifugieren entfernt. 

Zur Bestimmung des Orthophosphats wurde daneben das wesentlich empfind- 
lichere Verfahren nach BERENBLUM u. CHaArN (1938) angewendet, wobei der 
Phosphormolybdinkomplex mit Isobutanol ausgeschiittelt und mit Zinn-II-chlorid 
reduziert wird. Hierbei stéren die auftretenden Triibungen nicht. Die Bestimmung 
wurde in folgender Weise durchgeftihrt: Die phosphathaltige Losung wurde im 
Schiitteltrichter mit 5 ml 1n H,SO,, 0,5 ml 5°/,iger Ammoniummolybdatlésung 
sowie 10 ml Isobutanol versetzt und 1 min kraftig geschiittelt. AnschlieBend wurde 
die alkoholische Phase zur Entfernung des tiberschiissigen Molybdats zweimal mit je 
5 ml in Schwefelsiure gewaschen. Die blaue Farbe wurde durch Schiitteln der 
alkoholischen Phase mit je 5 ml frisch angesetzter Reduktionslésung (Stammlésung 
von 10 ¢ Zinnchlorid in 25 ml konz. Salzsdure 1:200 in 1 n Schwefelsiure verdiinnt) 
erzielt. Die alkoholische Phase wurde dann mit Athanol auf 10 ml aufgefiillt und 
im Beckman-Spektrophotometer bei 750 my gemessen; der Extinktionsbereich 
von 0,02—0,2 entspricht dabei etwa 0,35—3,5 y P. 

7min-Phosphat. Zur Messung der labilen Phosphorverbindung nach Lou- 
MANN (1928a,b) wurden je 5ml der phosphorhaltigen Loésung mit 1 ml 6n 
Salzsaure 7 min lang im Wasserbad auf 100°C erhitzt. Durch Subtraktion des 
Phosphorgehaltes der Parallele, die zwar mit HCl versetzt, nicht aber erhitzt worden 
war, wurde das wahrend der Hydrolyse abgespaltene Orthophosphat errechnet. Die 
Erniedrigung der Extinktionswerte durch den Salzsiurezusatz wurde bei der 
Berechnung beriicksichtigt. 

Das stabile Phosphat wurde durch Subtraktion des Orthophosphates und 
7 min-Phosphates vom Gesamtphosphat errechnet. 

Polyphosphate wurden als Bariumsalze gefallt und nach verschiedenen spater 
angegebenen Methoden gemessen. 

Gesamtphosphat wurde nach mehrstiindigem Veraschen mit 1 ml 70°/,iger 
Perchlorsiure bei 150°C im Sandbad und spater in einem elektrisch beheizten 


1 Fiir die Uberlassung des Stammes danken wir Herrn Dr. C. Bove... 
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Aluminiumblock (nach Liss u. Lancen 1959) als Orthophosphat bestimmt. Nach 
Zusatz von 10 ml Wasser wurden die Proben bei 100°C 10 min lang hydrolysiert. Die 
Messung erfolgte anfanglich nach MaRTLAND u. Rogrson (1926) nach vorheriger 
Neutralisation gegen Phenolphthalein. Spater wurde in perchlorsaurem Medium 
(modifiziert nach AnLEN 1940) gemessen. 0,2—1 ml phosphorhaltiger Lésung, die 
5—35 y P enthielten, wurden in kleinen Reagensglasern mit 1 ml 60°/,iger Perchlor- 
sure in den tiefen Bohrungen des Aluminiumblocks bei 150°C bis zur Entfernung des 
Wassers erhitzt und am oberen Ende mit einer Gasflamme befachelt; in den flachen 
Bohrungen wurden die Proben dann 3 Std auf 170° C erhitzt, wobei sich die Perchlor- 
siuredimpfe an der Reagensglaswand kondensieren. Nach dem Abkiihlen und 
Zugabe von 10 ml Wasser wurde 15 min lang hydrolysiert, mit 0,5 ml 8,3°/,iger 
Ammoniummolybdatlésung versetzt, geschiittelt, mit 1 ml Amidollésung reduziert 
und nach 20 min gemessen. Organische Lésungsmittel der Lipoidextrakte waren 
wegen Explosionsgefahr vor dem Zusatz der Perchlorsiure zu entfernen. Zur 
Bestimmung des Restphosphors wurden die Zellriickstande in 60°/,iger Perchlor- 
siure bei 100°C aufgelést und aliquote Teile der Lésung nach Veraschen gemessen. 

Der Gesamtstickstoff wurde nach KyeLpAHt in einer Halbmikroapparatur 
bestimmt. Pentose wurde nach MrsBaum (1939) mit Orcin im Elko II mit dem 
Schottinterferenzfilter 663 my gemessen. Die Eichkurve verlauft zwischen 2 und 40 y 
geradlinig. Zur Eichung wurde L-(+-)-Arabinose (ScHUCHARDT) verwendet. 
Pyrimidinderivate werden nach diesem Verfahren nicht erfaBt. Die UV-Absorption 
der Nucleinsiuren wurde im Beckman-Spektrophotometer bei 258 mu gemessen. 

Die fraktionierte Extraktion wurde je nach der Menge der Bakterien in 
15 baw. 25 ml-Zentrifugenglisern vorgenommen mit jeweils 5 bzw. 10 ml Extraktions- 
mittel. Es wurde fiir jede Fraktion gepriift, ob die Substanzen vollig in Lésung gehen. 
Hierfiir erwies es sich besonders bei langen Extraktionszeiten als notwendig, fiir eine 
standige homogene Verteilung des Zellmaterials zu sorgen. Wegen des zu befiirchten- 
den hydrolytischen Zerfalls labiler Verbindungen wurden die Proben, sooft es die 
Umstiande erlaubten, im Hisbad gekiihlt. Fiir alle colorimetrischen Bestimmungen 
wurden mindestens 2 Parallelproben verwendet. 

Papierchromatographische Trennungen der Polyphosphate wurden nach 
Grunze u. Tutto (1955) auf schmalen zugespitzten Papierstreifen (Schl. & Sch. 
2040a ,,gewaschen‘‘) im sauren Lésungsmittel I (75 ml Isopropanol, 25 ml Wasser, 
0,3 ml 20°/,iges Ammoniak und 5g TES) durchgefiihrt. Dieses Lésungsmittel 
erwies sich auch zur Trennung organischer P-Verbindungen, besonders der Adenosin- 
phosphate als geeignet. Metaphosphate wurden im alkalischen Lésungsmittel nach 
Eset u. Vorumar (1951) (40 ml Isopropanol, 20 ml Isobutanol, 39 ml Wasser, 1 ml 
Ammoniak 25°/,) nachgewiesen. 

Der Nachweis auf dem Papier wurde nach Hanus u. IsHERWOOD (1949) erbracht, 
wobei die Blaufarbung nach Wasserdampfsittigung im ungefilterten UV-Licht 
hervorgerufen wurde. Die Untergrundblauung des Papiers lieB sich durch Ammoniak- 
dampf verhindern. Es verblassen dabei auch die Flecken stabiler Phosphorbindungen, 
wahrend die der labilen und des Orthophosphates erhalten bleiben (FLECKENSTEIN, 
GERLACH u. JANKE 1953). 

Zur Chromatographie der Nucleotide war eine Vortrennung auf der einen 
Seite eines zusammengefalteten Streifens doppelter Lange im Losungsmittel nach 
GrrRLAcH u. WEBER (1955) notig (45 ml Methyl-Athylketon, 25 ml wassergesattigtes 
n-Butanol, 3 ml Propanol, 20 ml 100°/,ige Ameisensaiure). Dabei verbleiben die 
Nucleotide in der Nahe des Startpunktes. Nach Ermittlung ihrer Lage im Photoprint- 
verfahren wurde der dariiber liegende Teil abgeschnitten und die Trennung der 
Nucleotide auf dem auseinandergefalteten Streifen im sauren Lésungsmittel I vor- 
genommen. Zur Lokalisierung der purinhaltigen Phosphorverbindungen nach dem 
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Photoprintverfahren (MarKHam u. SmrrH 1949) diente als Lichtquelle ein UV- 
Brenner § 250 (Berliner Gliihlampenwerke). Unter Verwendung eines Kobaltsulfat- 
Nickelsulfat-, eines Chlorgas- und eines Schottfilters UG 5 wurde der Wellenlangen- 
bereich um 260 my isoliert. Zur Exponierung wurden das Photopapier (Chlorsilber- 
Reflexpapier, Hisenberger Docuflex) und das Chromatogramm auf einer rotierenden 
Walze befestigt; damit wurde eine gleichmaBige Belichtung erzielt. 

Die BezugsgréBe wurde im Verlaufe der Arbeit gewechselt. Die Phosphatwerte, 
die auf 100 mg des nach der Extraktion noch verbleibenden Stickstoffs (Riickstand- 
Stickstoff) bezogen sind, lassen sich nach Multiplikation mit dem Faktor 1,13 etwa 
mit den Werten vergleichen, die sich auf 1g Trockengewicht beziehen. Letztere 
wurden nach Gefriertrocknung bestimmt. Das Frischgewicht wurde nach Zentri- 
fugation (20min bei 4700g) und Entfernung des anhaftenden Wassers im 
stromenden Stickstoff direkt im Zentrifugenglas vor der Extraktion ermittelt. 

An Testsubstanzen wurden uns von Herrn Prof. Dr. E. Taro Natrium- 
diphosphat, Natriumtriphosphat, Grahamsches Salz, Natriumtrimetaphosphat und 
Natriumtetrametaphosphat zur Verfiigung gestellt, woftir wir auch an dieser Stelle 
danken mochten. Von den Firmen Hoffmann-La Roche und Chemiewerk Hom- 
burg AG. erhielten wir Adenin, Guanin, Cytosin, Uracil, Thymin, Adenosin, 
Guanosin, Cytidin, Uridin, Thymidin, Guanylsaure, Cytidylsaure, Uridylsiure sowie 
AM-5-P (Phosphaden) und ATP Homburg, wofiir hier gedankt sei. Als weitere 
Testsubstanzen wurden verwendet: w-(-+)-Arabinose (Schuchardt), AM-3-P 
(Schuchardt), ADP (Na) (Schuchardt), ATP (Na) (Schuchardt), RNS (Merck), 
RNS und DNS (Schuchardt). 


Versuche 


Die Methoden zur Trennung und quantitativen Erfassung der ver- 
schiedenen Phosphatverbindungen sind an tierischen Geweben aus- 
gearbeitet worden und waren unter entsprechenden Modifikationen, die 
im Hinblick auf kondensierte Phosphate erforderlich waren, auf Bakte- 
rien zu wbertragen. Mit den gangigen Extraktionsverfahren werden 
folgende Hauptfraktionen erfaBt: 1. die sdurelésliche Fraktion, 2. die 
Lipoidphosphatfraktion, 3. die lipoidfreie saureunlésliche Fraktion und 
4. der im Riickstand verbleibende Phosphor. 

Zur Analyse geht man so vor, daB man die gewaschenen Zellen mit kalter 
Trichloressigsiéure (TES) erschopfend extrahiert. Dabei geht die erste 
Fraktion in Lésung, welche Orthophosphat und alle wasserléslichen, 
nicht strukturgebundenen Phosphatverbindungen enthalt. Die Phospha- 
tide werden aus dem Riickstand mit organischen Lésungsmitteln in der 
Hitze extrahiert. Der Riickstand enthalt in tierischen Zellen normaler- 
weise die Nucleinsauren und den an Protein gebundenen Phosphor. Bei 
Mikroorganismen treten auferdem Polyphosphate auf. Zur Trennung 
dieser Verbindungen wurden verschiedene Verfahren angewendet. 

Die saureléslichen Verbindungen wurden durch 20 min langes Schiit- 
teln in 10°/,iger Trichloressigsiure (TES) im EHisbad und Zentrifugieren 
gewonnen. Nachfolgend wurden die Zellen zweimal in gleicher Weise mit 
1°/,iger TES behandelt und die vereinigten Extrakte nach Neutrali- 
sation gegen Phenolphthalein im Eisbad aufbewahrt. Durch die 
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TES-Behandlung wurde Orthophosphat erschépfend extrahiert. Bei Aus- 
dehnung der Extraktion mit 10°/,iger TES auf mehrere Stunden zeigte 
ein schwacher Gehalt an Pentose und gebundenem Phosphor an, da 
schlieBlich auch geringe Mengen der séureunléslichen Fraktion extrahiert 
werden. Die Extraktionsdauer wurde daher nie linger als auf 20 min 
ausgedehnt. 

Durch Waschen der Zellriickstande mit 98°/,igem Athanol und wieder- 
holte Extraktion mit siedendem Athanol-Ather (3:1) wurde die Lipoid- 
phosphatfraktion in Lésung gebracht. Die entfetteten und im Vakuum 
getrockneten Riickstande sind iiber langere Zeit haltbar. Durch Um- 
kehrung der Reihenfolge der Extraktion der saure- und lipoidléslichen 
Fraktionen werden die Ergebnisse nicht beeinfluBt. 

Der Extraktionsriickstand enthalt die lipoidfreie, saureunlésliche 
Fraktion, die sich aus dem proteingebundenen Phosphor, den quanti- 
tativ iiberwiegenden Nucleinsiuren und hochkondensierten Phosphaten 
zusammensetzt, die in bisher ungeklarter Weise im Riickstand gebunden 
vorliegen. Thre quantitative Erfassung sto8t vor allem deshalb auf 
Schwierigkeiten, weil es bisher nicht gelungen ist, die Polyphosphate 
und Nucleinsiuren getrennt zu extrahieren. Die folgenden Verfahren 
zielten darauf ab, diese gemeinsam in Lésung gehenden Verbindungen 
voneinander zu trennen. Das war einerseits durch Ausfallen der Poly- 
phosphate als Bariumsalze aus wafriger Lésung méglich; andererseits 
k6nnen sie auf Grund ihrer gegeniiber den Nucleinséuren (RNS und DNS) 
leichteren Hydrolysierbarkeit als Orthophosphat bestimmt werden. 


Vergleich verschiedener Fraktionierungsverfahren 

1. Wir haben im ersten Teil der Untersuchungen an autotroph ge- 
wachsenen Zellen die lipoidfreien, siureunléslichen Verbindungen nach 
SCHNEIDER (1945) extrahiert. Dieses Verfahren wurde bereits 1949 von 
WraME zur Bestimmung der Polyphosphate an Backerhefe herangezogen 
und beruht auf der Extraktion der Nucleinsiuren und Polyphosphate 
mit heiBer verdiinnter Trichloressigsiure. Danach wurden die bereits 
mit TES und Athanol-Ather vorbehandelten Zellen mit 5°/,iger TES 
einmal bei Zimmertemperatur und zweimal bei 90°C jeweils 3 min lang 
extrahiert, wobei Nucleinsiuren und Polyphosphate erschopfend extra- 
hiert wurden. Der an Protein gebundene Phosphor verbleibt im Riick- 
stand. 

Die Polyphosphate wurden in einem aliquoten Teil des Extraktes nach 
Einstellung des py-Wertes gegen Bromphenolblau auf 4,5 und nach Zu- 
gabe von 5 ml Acetatpuffer (pq 4,5) und gesattigter Bariumnitratlosung 
(1 ml je 5ml Extrakt) als Bariumsalz gefallt. Die Proben wurden 
iiber Nacht im Kihlraum geschiittelt, abzentrifugiert und die Nieder- 
schlige mit verdtinnter Bariumnitratlosung gewaschen. Darauf wurden 
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sie in 1n salzsaurer Lésung bis zur vélligen Hydrolyse der kondensierten 
Phosphate gekocht. Nach Entfernung der Bariumionen durch Fallung 
mit K,SO, und Zentrifugieren wurde das Orthophosphat gemessen. Durch 
Bestimmung des Gesamtphosphats in einem anderen aliquoten Teil des 
Extraktes und Abzug der Polyphosphate lieB sich der Gehalt an Nuclein- 
sdure-Phosphat errechnen. Auf die Differenzierung in RNS und DNS 
wurde verzichtet. Die Ergebnisse zeigt Tab. 1. 


Tabelle 1. Trennung der stéureléslichen und stureunléslichen Phosphat-Fraktionen 
aus autotroph gewachsenen Zellen von Hydrogenomonas 


(nach SCHNEIDER 1945; modifiziert) 


Nie: Fraktion Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch 3 | Versuch 4 | Versuch 5 
I | sdurelosliche 
Orthophosphat 708 3180 1190 1760 742 
labiles Phosphat 308 477 402 815 282 
stabiles Phosphat 3810 1362 2080 1085 637 
Polyphosphat 0 0 0 0 0 
Gesamtgehalt 4826 5019 3762 3660 1661 
IL | lipoidlésliche 
Gesamtgehalt 1790 2230 1880 1835 1830 
III | lipoidfreie, séure- 
unlosliche 
Orthophosphat _ 1015 2470 1065 475 
Ba-Polyphosphat 1120 1118 720 1515 510 
Gesamtgehalt 9420 10320 10020 10850 9750 
SummeI—III | 16036 17569 15572 16345 13241 


Versuche 1—4 an autotroph gewachsenen und gewaschenen Zellen. Versuch 5 
an autotroph gewachsenen und durch mehrstiindiges Schtitteln unter Luft und 
Stickstoff verarmten Zellen. Zahlenwerte geben y P/100 mg Riickstand-Stickstoff an. 


2. Vergleichsweise wurde das Verfahren nach SCHMIDT u. TANNHAUSER 
(1945) in Verbindung mit der Methode nach SCHNEIDER (1945) angewen- 
det (WxHrt-MatHERBE 1955). Die Extraktion der lipoidfreien saureunlés- 
lichen Verbindungen wird hierbei eingeleitet durch Auflosen der Zell- 
rickstande in 1n KOH (15 Std 30°C). Dabei wird RNS vorwiegend in 
Mononucleotide gespalten und Polyphosphate gehen in Lésung; der an 
Protein gebundene Phosphor wird als Orthophosphat freigesetzt. Die 
DNS bleibt in weitgehend unabgebautem Zustand erhalten und fallt 
nach dem Ansduern mit je 0,1 Volumen konz. HCl und 50°/,iger TES 
in der Kalte gemeinsam mit den Proteinen aus. Der Niederschlag wurde 
nach dem Zentrifugieren einmal mit kalter 5°/,iger TES gewaschen; 
beide Zentrifugate wurden nach sofortiger Neutralisation vereinigt. In 
einem aliquoten Teil des Extraktes waren Polyphosphate nach Zusatz 


Arch. Mikrobiol., Bd. 34 6 


82 H. Katrwasser und H. G. SCHLEGEL: 


von Acetatpuffer (5 ml) bei px 3,5 fallbar. Die Niederschlage konnten 
mit dem Ionenaustauscher Wofatit F (-H) in lésliche Form iiberfihrt 
werden, so daB sie weiteren Untersuchungen zuganglich waren. AuBer- 
dem wurde in diesem Extrakt der Gesamtphosphat- und Orthophosphat- 


gehalt bestimmt. Durch 
Tabelle 2. Trennung der stureldslichen und stiure- Differenzbildung lieB sich 


unléslichen Phosphatfraktionen aus autotroph der RNS-Gehaltermitteln. 


gewachsenen Zellen von Hydrogenomonas 
(nach Scumipt u. TANNHAUSER 1945; modifiziert) Der Orthophosphatgehalt 
entspricht bei polyphos- 


Phosphorgehalt der 


Nr. Fraktion Feaktionen tiled phatfreiem Gewebe dem 
SP a Proteinphosphor, jedoch 
saureloslicire s a = ra 
Orthophosphat See0 | Ses0 ee ivoinen Se hchungdes 
labiles Phosphat 163 195  Wertes durch Freisetzung 
stabiles Phosphat 1435 1500 aus Polyphosphaten wah- 
Polyphosphat 0 0 rend der Alkalihydrolyse 
5 
Gesamtgehalt 10150 10320 zu rechnen. In Tab.2 sind 
i lipoidlésliche Ergebnisse dargestellt, die 
Gesamtgehalt 1695 1890 in getrennten Aufschliis- 
IIL | lipoidfreie, saure- sen am gleichen Praparat 
unldsliche = 
Orthophosphat 822 897 specs mens 
Ba-Polyphosphat 970 975 Sr DOS UAE ARES Tete 
RNS 5630 5730 getrocknetem Material 
DNS 4030 3650 ausgegangen, in dem bei 
Gesamtgehalt 11.680 11300 langerer Aufbewahrung 
IV | Riickstand erfahrungsgemaB konden- 
Gesamtgehalt kd 169 sierte Phosphate keinem 
Gesamtphosphor 23700 23700 Abbau unterliegen. 
Surmrmerien Der DNS-Extrakt wurde 


Binzelfraktionen | 23552 23656 nach Mespaum (1939) auf 
Doppelbestimmung an frisch geernteten Zellen Abwesenheit von Pentose- 
nach Gefriertrocknung. Angaben in yP je 1g derivaten gepriift. Da die 
Trockensubstanz. Methode jedoch — mit 
wesentlich niedrigerer 
Extinktion auch Desoxyribose anzeigt, muB der der DNS ent- 
sprechende Anteil subtrahiert werden, der nach einem Korrekturver- 
fahren von SCHNEIDER (1945) aus den gemessenen DNS-Werten errechnet 
wurde. 

Fiir diese Berechnung wurde der Gesamtphosphatgehalt des DNS- 
Extraktes zugrunde gelegt. Bei diesen Ermittlungen ergab sich, daB der 
DNS-Extrakt keine Pentose enthielt. Die Bestimmung des DNS-Gehal- 
tes nach Discur (1930) (durchgefiihrt nach WrrL-MALHERBE, 1955 im 
dichromatischen Verfahren bei 632 und 663 mu) erwies sich zur An- 
wendung auf die untersuchten Bakterien als ungeeignet, da die erhal- 
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tenen DNS-Werte etwa doppelt so hoch lagen, wie nach dem Phosphat- 
gehalt méglich war. 

3. In der Absicht, die siureunlésliche Fraktion in schonender Weise 
in Lésung zu bringen, wurde schlieBlich dazu iibergegangen, heiBe Koch- 
salzlé6sung zu verwenden. Durch dreimalige Extraktion der Riickstiande 
in 2n NaCl bei 90°C von je 1 Std Dauer und Zentrifugieren wurden 
Polyphosphate und Nucleinséure in Lésung gebracht. Im Riickstand 
verblieb ein geringer Phosphatanteil. Aus den vereinigten Uberstehenden 
wurden die Polyphosphate bei neutraler Reaktion gefallt. Die Nieder- 
schlage wurden mit Wofatit in Lésung gebracht und nach 14 min langer 
Hydrolyse bei 100°C in 1n HCl als Orthophosphat gemessen. 

Neben der Bestimmung des Polyphosphates nach Abtrennung als 
Bariumsalz wurde ein direktes hydrolytisches Verfahren angewendet, 
das auf der leichteren Hydrolysierbarkeit der kondensierten Phosphate 
gegeniiber der relativen Stabilitat der Nucleinsdure beruht. Nach aus- 
gedehnten Voruntersuchungen gingen wir dazu iiber, die durch Extrak- 
tion mit 2n NaCl bei 90°C gewonnene Lésung bei 90°C der Hydrolyse 
in 0,05n Schwefelsdure zu unterwerfen. Unter diesen Bedingungen wird 
aus Nucleinséure und Polyphosphaten in verschiedenem Maf8e Ortho- 
phosphat freigesetzt. Die kondensierten Phosphate zerfallen dabei inner- 
halb von 5—6 Std quantitativ. Der in den darauf folgenden Stunden 
gemessene lineare Anstieg des Orthophosphats entspricht dem Hydro- 
lyseverlauf der Nucleinsaure, der innerhalb der ersten 10 Std eine lineare 
Abhangigkeit von der Hydrolysedauer aufweist. RoutinemaSig wurde 
nach 6 und 9 Std das Orthophosphat bestimmt. Der doppelte Betrag der 
Differenz zwischen beiden Orthophosphatwerten entspricht dem wahrend 
der ersten 6 Std aus Nucleinsdure abgespaltenen Orthophosphat. Poly- 
phosphat wurde also errechnet aus der Gleichung : Polyphosphat = Ortho- 
phosphat (6 Std) — 2 [Orthophosphat (9 Std) — Orthophosphat (6 Std)]. 

Wurde schon durch Anwendung der Methode nach BERENBLUM u. CHAIN 
(1938) eine bedeutende Steigerung der Empfindlichkeit der Phosphat- 
bestimmung erreicht, so lieB sich das Verfahren durch eine weitere Verein- 
fachung auf die quantitative Untersuchung noch kleinerer Mengen von 
Bakterien abstellen. Diese Empfindlichkeitssteigerung wurde durch Kom- 
bination der dreimaligen Salzextraktion mit dem angegebenen Hydrolyse- 
verfahren erreicht: Der Riickstand wurde mit 2n NaCl in 0,05n H,SO, bei 
90° C extrahiert und der Extrakt bis zu 6 bzw. 9 Std lang auf 90°C gehalten. 
Dieses Verfahren ist auch noch bei so kleinen Bakterien- und Polyphosphat- 
mengen anwendbar, bei denen die Polyphosphate durch Bariumfallung 
schon nicht mehr quantitativ erfaBt werden kénnen. Die vergleichsweise 
Bestimmung der Polyphosphate nach der Methode der Bariumfallung und 
der Hydrolysezeit-Methode deutete darauf hin, da in polyphosphat- 
armen Lésungen die Bariumfallung nicht quantitativ ist (Tab.3). 

6* 
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In den Extrakten lieBen sich die Nucleinsauren entsprechend ihrer 


Absorption von ultraviolettem 


Licht messen; fiir reine Nucleinsdure ent- 


spricht der Menge des absorbierenden Materials eine bestimmte Menge 


Tabelle 3. Trennung der stureléslichen und stiureunloslichen Phosphatfraktionen von 
heterotroph kultivierten Zellen von Hydrogenomonas 


Versuch 3a| Versuch 3b 


Nr. Fraktion Versuch 1a| Versuch 1b| Versuch 2 
I | sdureldsliche 

Orthophosphat 2860 2980 1855 4230 67,9 

labiles Phosphat 84,2 70,8 102,5 — 47,6 

stabiles Phosphat 276 275 382,5 670 112 

Polyphosphat 0 0 0 0 0 

Gesamtgehalt 3220 3325 2340 4900 227 

IL | lipoidlésliche 
Gesamtgehalt 228 234 396 198,5 202 
III | lipoidfreie, 
sdureunlésliche 
Polyphosphat 
als Bariumsalz — 750 354 -- = 
nach Hydrolyse 1140 — 457 530 153 
Gesamtgehalt 2060 1810 2280 1390 1350 
IV | Riickstand 

Gesamtgehalt 133 307 332 68,5 97 

Gesamtphosphat 5710 5710 5270 — — 

Summe I—IV 5641,2 5676,8 5348 6557 1876,5 

Fraktion IIT 0,05n 0,05n 0,05n 
extrahiert mit: H,SO, | 2nNaCli| 2nNaCl1 H,SO, H,SO, 

2n NaCl 2n NaCl | 2n NaCl 


Alle Extraktionen wurden an heterotroph (Glutaminsiure) gewachsenen und 
gewaschenen Zellen vorgenommen, im Versuch 3b nach Verarmung der Zellen. Die 
Extraktion der siureléslichen und der Lipoidfraktion erfolgte in der iiblichen Weise. 
Zur Gewinnung der Polyphosphate und der Nucleinsauren wurde die Fraktion IIT 
mit neutraler oder saurer 2n NaCl-Lésung bei 90°C (dreimal je 1 Std) gewonnen. 
Die Polyphosphate wurden nach Hydrolyse mit 0,05n H,SO, in 2n NaCl bei 90°C 
als Orthophosphat gemessen. Die Zahlenwerte geben yP/1 g Frischgewicht an. 


Phosphor. Mit ep wird nach CHARGAFF u. ZAMENHOF (1948) der Atom- 
extinktionskoeffizient bezeichnet, der durch die Beziehung ep = 
31+ E/c-1 gegeben ist (7 = Extinktion bei 258 mu, c = Konzentration 
Phosphor in g/l und J = Schichtdicke der Cuvette). Der ep-Wert fir 
RNS (Schuchardt) ergab sich zu 9680. Die ermittelten Werte in den 
Extrakten lagen aber niedriger als fiir die reinen Nucleinsduren zu er- 
warten war, was auf die darin enthaltenen Polyphosphate zuriickzufiih- 
ren ist. Der ep-Wert wurde deshalb fiir die Nucleinsaéuren des Extraktes 
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unter Beriicksichtigung der im Extrakt gefundenen Polyphosphate 
berechnet. Hierbei zeigten sich Unterschiede, die auf das Verfahren der 
Polyphosphatbestimmung zuriickzufiihren waren. Wurde das Hydro- 
lyseverfahren angewendet, so lie® sich annahernd der fiir Nucleinséuren 
theoretische Atomextinktionskoeffizient errechnen. Lag z.B. der ep- 
Wert eines Polyphosphat und Nucleinséure enthaltenden Extraktes bei 
5 410, so ergab sich nach Subtraktion des Polyphosphatgehalts fiir die 
Nucleinséure ein Wert von 9420. Wurden die Phosphate hingegen 
nach der Bariumfallung bestimmt, so ergaben sich fiir den Atomextink- 
tionskoeffizienten der Nucleinsiuren niedrigere Werte. Es ist deshalb 
anzunehmen, da8 ein Teil des iiberschtissigen Phosphors bei der Barium- 
fallung im Extrakt verblieb. Die nach dem Hydrolyseverfahren ermittel- 
ten ép-Werte deuteten aber darauf hin, da8 dieser Anteil aus labilen 
Phosphorverbindungen besteht. 


4. SchlieBlich seien noch Versuche erwahnt, die in der Absicht durchgefiihrt 
wurden, Nucleinséiuren und Polyphosphate getrennt zu extrahieren. Der Riickstand 
wurde dabei nach LEPAGE u. HEIDELBERGER (1951) mit 0,3n Bariumperchlorat- 
lésung dreimal 20 min lang bei 90°C extrahiert und anschlieBend eisgekiihlt. Erwartet 
wurde, da die kondensierten Phosphate als unlésliche Bariumsalze im Sediment 
verblieben und daraus durch Behandlung mit Ionenaustauscher freizusetzen waren. 
Entgegen unserer Annahme gingen die Nucleinsiuren dabei nur sehr langsam und 
nicht quantitativ in Lésung (gemessen am Gesamtphosphor und der UV-Absorption 
nach Entfernung der Proteine). Selbst bei Anwendung einer Lésung von 2n NaCl 
in 0,3n Bariumperchlorat lieBen sich die Nucleinséuren nicht quantitativ extra- 
hieren. Durch Behandlung mit dem Austauscher lieBen sich aus den Riickstanden 
die Polyphosphate nur in Verbindung mit den Nucleinsauren extrahieren. Tastende 
Versuche zeigten, daB bei direkter Behandlung der mit TES und Athanol-Ather 
extrahierten Zellen mit Wofatit F (-H) weder Nucleinsiuren noch Polyphosphate in 
Lésung gehen. 


Charakterisierung einzelner Fraktionen 


1. Saurelosliche Fraktion: Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, 
haben wir bei den zahlreichen an Knallgasbakterien vorgenommenen 
Analysen keine sdaureléslichen Polyphosphate nachweisen kénnen. 
Wahrend bei px 3,5 keine Niederschlige auftraten, enthielten die bei 
pu 4,5 und 8,2 auftretenden Fallungen regelmaBig nur Orthophosphat. 
Auch sind die im Extrakt vorliegenden Mengen an labilem Phosphat so 
gering, daB sich eventuell vorhandene Polyphosphate durch Barium- 
fallung nicht erfassen lassen. Aus vergleichsweise aus Handelsbackerhefe 
hergestellten Extrakten lieBen sich bei py 4,5 ohne Schwierigkeit losliche 
Polyphosphate mit Barium fallen und nach Behandlung mit Wofatit 
chromatographisch als solche identifizieren. In diesem Bariumnieder- 
schlag war auch ATP chromatographisch nachzuweisen. In Knallgas- 
bakterien lieB sich selbst bei Verwendung groBerer Mengen (bis 3 g 
Trockensubstanz) in den Bariumniederschlagen weder ATP noch ADP 
auffinden. Dagegen waren schwer hydrolysierbare Mononucleotide in der 
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bariumléslichen, alkoholunléslichen Fraktion (nach LEPaGE 1951) chro- 
matographisch nachweisbar. Ihre einwandfreie Identifizierung war an den 
kleinen zur Verfiigung stehenden Substanzmengen noch nicht moglich. 

9. Saureunldsliche Fraktion: Lipoidphosphate wurden als Ge- 
samtphosphat bestimmt. Die fir diese Fraktion gemessenen Werte wiesen 
auch bei stoffwechselphysiologischen Experimenten eine gewisse Kon- 
stanz auf. SchluBfolgerungen auf eine physiologische Inaktivitat unter 
den untersuchten Bedingungen lassen sich daraus jedoch nicht herleiten. 

Polyphosphate: Schon unter den Bedingungen, unter denen Nuclein- 
sauren normalerweise extrahiert werden, kann eine hydrolytische Spal- 
tung der kondensierten Phosphate eintreten. Die Uberpriifung des Ver- 
haltens von Polyphosphaten an Grahamschem Salz als Testsubstanz 
ergab, da8 in 10°/,iger TES nach 24stiindiger Aufbewahrung bei 4°C 
kein Orthophosphat freigesetzt wird. Bei Zimmertemperatur steigt in 
dieser Zeit der Orthophosphatgehalt der Testsubstanz von 2,6 auf 3,6°/, 
in neutraler und auf 12°/) in trichloressigsaurer Losung (5°/,). Durch 
3 min wahrendes Erhitzen in 5°/,iger TES auf 90°C wird Grahamsches 
Salz zu 18,6°/, zu Orthophosphat hydrolysiert. Die zuletzt genannten 
Bedingungen sind die, unter denen die Nucleinsauren nach SCHNEIDER 
(1945) extrahiert werden. Das Auftreten groBer Orthophosphatmengen 
in den Extrakten wird durch die Hydrolyse an der Modellsubstanz ver- 
standlich und li8t das Verfahren zur Messung der Polyphosphate wenig 
geeignet erscheinen. Ahnliche Verhaltnisse legen bei der Alkalibehand- 
lung nach Scumrpt u. TANNHAUSER (1945) vor. Bei mehrstiindiger Hydro- 
lyse in 1n KOH ist im Grahamschen Salz chromatographisch eine Zu- 
nahme an Orthophosphat zu beobachten. Daneben wird unter alkali- 
schen Bedingungen ringformiges Trimetaphosphat gebildet, das bei der 
Bariumfallung nicht erfaBt wird (DrrHEIMER u. Epet 1957, THILO u. 
Wrexer 1957). Es wurde nicht gepriift, ob bei der Ausfallung der Proteine 
und der DNS Polyphosphate an Eiwei8 gebunden werden (KaTCHMAN 
u. VAN Wazer 1954) oder im Riickstand verbleiben (Junr, KAMEN, 
REINER u. SPIEGELMAN 1948). Diese Verhaltnisse erschweren nicht nur 
die exakte Bestimmung der Polyphosphate, sondern fiihren bei Anwen- 
dung der Schmidt-Tannhauser-Methode an polyphosphathaltigen Orga- 
nismen méglicherweise auch zu iiberhéhten Werten fir Nucleinsauren 
und Proteinphosphor. 

Die Extraktion mit heiBer neutraler Kochsalzlésung ist als die fiir 
Polyphosphate schonendste Methode anzusehen: der Orthophosphat- 
gehalt der Extrakte ist dabei niedriger als bei den anderen Extraktions- 
verfahren. Jedoch bleibt regelmaBig eine geringe Phosphatmenge im 
Riickstand gebunden, die sich auch durch mehrmals wiederholte Extrak- 
tionen nicht aus den Zellen herauslésen 1i8t. Die bei vergleichsweise 
durchgefiihrten Extraktionen mit 2n NaClin 0,05n H,SO, im Riickstand 
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verbleibende Phosphatmenge (‘Tab.3) ist erheblich geringer und wird als 
Proteinphosphor angesehen. Ob es sich bei den nach der NaCl-Extraktion 
im Riickstand verbleibenden labilen Phosphaten um andersartig gebun- 
dene Polyphosphate handelt, bleibt zu priifen. Von LaNGEN u. Liss 
(1958 a, b) sowie Liss u. LANGEN (1959) wurden besonders schwer extra- 
hierbare Fraktionen in Hefe nachgewiesen, denen die obengenannte ent- 
sprechen konnte. 

Weitere Untersuchungen zielten darauf ab, die extrahierten Polyphos- 
phate eindeutig als solche zu charakterisieren. Die durch Bariumfallung 
bei px 3,5 oder 7,4 gewonnenen 


700 
weiBen Niederschlage waren gallertig % 
und voluminés. Durch Schiitteln mit 
Jonenaustauschern [dem 10-20 fachen Polyphosphat aus 


Niederschlagsvolumen an Wofatit F Knallgasbakterien 


(-H*)] wurden die Polyphosphate in 
Lésung gebracht, wobei Bariumionen, 
die die Phosphatbestimmung stéren, 
am Austauscher gebunden werden. 
Wofatit F erwies sich in seiner H- 
Form besser geeignet als seine Na- 
Form oder als KPS 200 (-H) und 
(-Na). Zur quantitativen Uberfiihrung (a pe ea 
der kondensierten Phosphate erwies es O37 60 min 
sich als ausreichend, den Austauscher hydrolysedauer 
zweimal in der Kalte 15 min lang VAN Abb. 1. Hydrolytischer Zerfall von iso- 
liertem Polyphosphat beim Erhitzen 
waschen. Die Polyphosphate wurden in 1n HCl auf 100°C 
nach 14 min langer Hydrolyse in 1n 
HCl als Orthophosphat bestimmt. Unter diesen Bedingungen werden 
die vorhandenen Polyphosphate quantitativ zu Orthophosphat hydro- 
lysiert. Der ermittelte Wert entsprach innerhalb der Grenze von 1°/, 
dem Gesamtphosphatgehalt. 

Aus dieser Ubereinstimmung geht hervor, daB® die Lésung lediglich 
labile Phosphate enthielt. Daneben war immer ein geringer Prozentsatz 
an Orthophosphat vorhanden. Das Fehlen von Phosphorverbindungen 
der Nucleinsiurefraktion wurde weiterhin durch den negativen Ausfall 
der Pentosereaktion nachgewiesen. 

Wurde diese Lésung einer verdtinnten Toluidinblaulésung zugesetzt, 
so schlug die Farbe von blau nach violett um. Die Bildung des meta- 
chromatischen Komplexes lieB sich auch colorimetrisch im dichroma- 
tischen Verfahren durch Abnahme der Extinktion bei 630 my und Zu- 
nahme bei 530 mu messend verfolgen. Da die metachromatische Reak- 
tion nur in nucleinsdiurefreien Lésungen, in denen die Polyphosphate 
ohnehin nach Hydrolyse als Orthophosphat leicht bestimmbar sind, ein 
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zuverlassiges MaB des Polyphosphatgehalts abgibt, halten wir sie fiir 
ungeeignet zur quantitativen Erfassung der Polyphosphate (WIAME 1947, 
Dame u. Krisunam 1954). 

Zur chromatographischen Identifizierung wurden die gelésten Poly- 
phosphate im Kaltluftstrom auf dem Chromatogramm aufgetragen. Bei 
verdiinnteren Lésungen erwies sich eine Konzentrierung durch Gefrier- 
trocknung als zweckmaBig. Wahrend der chromatographischen Trennung 
im sauren Lésungsmittel I bleiben 
die aufgetragenen Phosphate am 
Startpunkt zuriick und nur ein 
geringer Anteil wandert als Ortho- 
phosphat. Nach 7 min langer 
Hydrolyse lieB sich auch chro- 
matographisch lediglich Ortho- 
phosphat nachweisen. 

Bei Behandlung mit Ammo- 
niakdampf blieb die blaue Far- 
bung der Flecke erhalten, was 
fiir leichthydrolysierbare Ver- 
bindungen charakteristisch ist. 
Niedermolekulare Abbauprodukte 
lieBen sich in der Polyphosphat- 
lésung erst nach milder, saurer 
Hydrolyse nachweisen (Abb.3). 
Nach Alkalibehandlung trat auch 

Abb. 2 as Trimetaphosphat auf. 
Abb. 2. Hindimensionale Chromatogramme der Da Nucleinsiuren am Start- 
isolierten Polyphosphate. a unbehandelt; b nach punkt verbleiben und ihre Deri- 
7min langer Hydrolyse in 1n HCl bei 100°C. ~ . : . 
O Orthophosphat; HH MHochpolymeres Phosphat vate dhnlich wie Oligophosphate 
Abb. 3. Chromatographische Trennung im sauren wandern, wurden die Chromato- 
Losungsmittel I. a synthetische kondensierte gramme auf die Anwesenheit von 
Phonate pole Ponhostns ach niet yltraviolettabsorbierenden | Sub- 
phat; 7 'Triphosphat; H Hochpolymeres Phosphat stanzen im Photoprintverfahren 
geprift. Jedoch konnteninkeinem 
Falle Anhaltspunkte fiir das Vorhandensein von Nucleinsaéuren gefunden 
werden. Damit konnte auch chromatographisch die Polyphosphatnatur 
der untersuchten Substanz erwiesen werden. 

Da nach dem Verhalten waihrend der Extraktion und gegeniiber den 
Hydrolysebedingungen sowie nach der chromatographischen Charak- 
terisierung kein Zweifel bestand, das wasserstoffoxydierende Bakterien 
Polyphosphate, und zwar ausschlieBlich langkettige, enthalten, wurde 
in einigen physiologischen Versuchen nachgepriift, ob die frither ver- 
zeichneten Schwankungen im Gehalt der Zellen an labilen Phosphaten 
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wirklich auf Veranderungen des Polyphosphatgehaltes zuriickzufiihren 
sind. Dazu wurden Suspensionen von H ydrogenomonas mehrere Stunden 
lang extremen Bedingungen ausgesetzt: ein Teil wurde unter Stickstoff 
anaerob gehalten, ein Teil unter CO,-haltiger Knallgasatmosphare ge- 
schiittelt. Es zeigte sich, da8 das wahrend anaerober Verarmung auf- 
tretende Orthophosphat vorwiegend auf Kosten der Polyphosphatfrak- 
tion freigesetzt wurde. Umgekehrt wurde der iiberwiegende Teil des 
Orthophosphates im Laufe der Wasserstoffoxydation in Form von Poly- 
phosphaten festgelegt. 

Zeigen diese Versuche, da8 die Uberfiihrung und Festlegung von 
Orthophosphat in Form von Polyphosphat in der Bakterienzelle nur 
unter den Bedingungen eines aktiven Stoffwechsels und beim Ablauf 
energieliefernder Reaktionen méglich ist, so lassen sie doch tiber die 
Funktion der Polyphosphate keine Aussagen zu. Da Knallgasbakterien 
Polyphosphate in quantitativ leicht faSbaren Mengen enthalten und als 
fakultativ autotrophe Organismen tiber mehrere Mechanismen der 
Energiegewinnung verfiigen, sollen sie uns weiterhin zur Klarung von 
Fragen des Phosphatstoffwechsels dienen. 


Diskussion 

Die Untersuchung hat zu einer Bestatigung der Vermutung gefihrt, 
daB wasserstoffoxydierende Bakterien Polyphosphate enthalten. Die 
unter verschiedenen physiologischen Bedingungen im Phosphatgehalt 
der Zellen und einzelner Fraktionen beobachteten Veranderungen lassen 
sich vorwiegend auf Schwankungen ihres Polyphosphatgehaltes zurtick- 
fihren. Wahrend die hochpolymeren saureunléslichen Polyphosphate 
durchschnittlich 10°/, und in Einzelfallen bis zu 20°/, des Gesamtphos- 
phatgehaltes der Zellen ausmachen, lieBen sich sdurelésliche Polyphos- 
phate selbst bei Aufarbeitung groBer Bakterientrockensubstanzmengen 
nicht nachweisen. Wahrend iiber das Vorkommen und die stoffwechsel- 
physiologische Rolle von Polyphosphaten in Algen und Pilzen (Sticw 
1953, 1956; WINTERMANS 1955; TuiLo u. Mitarb. 1956; Prrson u. Kuni 
1958; KaToHMAN u. Ferry 1955; LoHMANN u. LANGEN 1956a, b; BucHo- 
vicez u. BeLozEeRsKyY 1958; MuLiter u. Epren 1958 u.a., zusammen- 
fassende Literatur Scumrpr 1951) vorliegen, sind von den Bakterien 
vorwiegend Mycobakterien und Corynebakterien unter besonderer Be- 
ricksichtigung der auffalligen metachromatisch farbbaren Granula unter- 
sucht worden (EpEt 1952; MrtssNeR u. Kropr 1953; WINDER u. DEN- 
NENY 1954; 1956; Espen u. Mitarb. 1958; Sati, Mupp u. TaKacr 1958). 
Unter den Eubakterien sind Polyphosphate in Aerobacter aerogenes 
(Dueurp u. WriKinson 1956; Eset, Couas u. MULLER 1958) und in 
Azotobacter vinelandii von Espostro u. Writson (1956) nachgewiesen 
worden. 
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Bei der Mehrzahl der untersuchten Organismen liegen neben saure- 
unléslichen kondensierten Phosphaten, die den Hauptteil der Polyphos- 
phatfraktion ausmachen, auch saurelésliche Polyphosphate vor, die sich 
durch ihre geringere Kettenlange von denen der saureunléslichen Frak- 
tion unterscheiden (EBEL 1952; Yosurpa 1955; LoHMANN u. LANGEN 
1956a). Das Fehlen von Oligophosphaten bei Phycomyces (LOHMANN u. 
LANGEN 1956b) und bei Acetabularia (THiLo 1956) deutet im Verein mit 
den vorliegenden Befunden darauf hin, daB Oligophosphate bei einigen 
Organismen entweder nur unter besonderen physiologischen Bedingungen 
oder in duBerst geringen Mengen, bzw. gar nicht gebildet werden. Wo Oligo- 
phosphate gefunden wurden, scheinen sie am Stoffwechsel in erheblich 
geringerem MaBe beteiligt zu sein als die Hochpolymeren (W1AME 1949; 
Juntu. Mitarb.1948). Enzymatische Untersuchungen stiitzen diese Ansicht 
(Kornpere u. Mitarb. 1956; Kornpere 1957; HoFrrMANN-OSTENHOF u. 
Mitarb. 1954, 1957). Die Befunde werden verstandlich durch Unter- 
suchungen mit markiertem Phosphor an Hefe, welche zeigten, dai Oligo- 
phosphate nicht an der Synthese von Hochpolymeren teilhaben, sondern 
durch Abbau aus primar gebildeten Hochpolymeren entstehen (LANGEN 
u. Liss 1958). 

Fiir die Suche nach Polyphosphaten im Organismenreich und die 
Erforschung ihrer Rolle im Zellstoffwechsel stellt die Vorstellung eine 
wesentliche Triebfeder dar, es kénne sich dabei um den Phosphagenen 
vergleichbare energiereiche Verbindungen mit Energiespeicherfunktion 
handeln (HorrMANN-OsTENHOF u. WEIGERT 1952; Espostro u. WILSON 
1956). DaB® ihr Aufbau an exergone Prozesse gebunden ist und unter 
gewissen physiologischen Bedingungen besonders geférdert wird, unter- 
liegt keinem Zweifel (SmrrH, WILKINSON u. Duaurp 1954; Drews 1958 a, 
b; 1959); daB& die Bindungsenergie bei Transphosphorylierungen bei- 
spielsweise bei der Nucleinsiuresynthese sinnvoll genutzt werden kann, 
erscheint durchaus wahrscheinlich (Satu u. Mitarb. 1958, CHAYEN u. 
Mitarb. 1954; Wrame 1949; Mupp, Yosurpa u. Korke 1958; WINDER u. 
DEnnENY 1956; BeLozeRsKy u. Kunarv 1957); fraglich ist aber, ob den 
Polyphosphaten die Rolle eines Energiespeichers zur Regeneration von 
ATP zum Zwecke der Lebenserhaltung zukommt. Um zu diesem Problem 
durch physiologische Untersuchungen unter Verwendung intakter Zellen 
beitragen zu kénnen, bedarf es einer empfindlichen Methode zur quan- 
titativen Erfassung der Polyphosphate. Dazu erwies sich die Saure- 
hydrolyse der saureunloslichen Fraktion als besonders geeignet. Das 
urspriinglich von Loumann (1928a, b) zur quantitativen Bestimmung 
labiler Phosphatverbindungen ausgearbeitete Verfahren wurde modifi- 
ziert von EBEL (1949), CHaven u. Mitarb. (1955) sowie BucHowtcz u. 
BELOZERSKY (1958) zur Polyphosphatbestimmung angewendet. Wenn- 
gleich es der Methode der Bariumfallung an Spezifitat nachsteht, so hat 
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es den Vorteil wesentlich gréBerer Empfindlichkeit. Durch die Entfernung 
der sdureléslichen und der Lipoidphosphatfraktion vor der Hydrolyse 
lassen sich Fehlerquellen weitgehend ausschalten. Nach der Hydrolyse- 
methode kénnen labile Phosphorverbindungen in den Bakterienextrakten 
quantitativ nachgewiesen werden; jedoch sollte dieses fiir Routine- 
bestimmungen geeignete Verfahren fiir jeden zu untersuchenden Organis- 
mus und fiir veranderte physiologische Bedingungen durch Vergleich 
mit den nach der Barium-Fallungsmethode gewonnenen Werten auf 
seine Brauchbarkeit tiberpriift werden. 


Zusammenfassung 


Zwei Stémme wasserstoffoxydierender Bakterien wurden nach auto- 
tropher und heterotropher Anzucht der fraktionierten Extraktion der 
Phosphorverbindungen unterworfen und auf das Vorhandensein konden- 
sierter Phosphate untersucht. 

In der saureléslichen Fraktion waren kondensierte Phosphate nicht 
nachweisbar. 

Die saureunlosliche Fraktion enthielt regelmaiBig Polyphosphate in 
wechselnden Mengen. Ihr Nachweis griindet sich auf ihr Verhalten 
wahrend der Extraktion, ihre Fallbarkeit, ihre Hydrolyseeigenschaften 
und ihr chromatographisches Verhalten. Nach Extraktion und Trennung 
unter schonenden Bedingungen waren lediglich hochpolymere Polyphos- 
phate auffindbar; Oligophosphate traten erst nach milder Hydrolyse auf. 

Die Verfahren der Extraktion und der quantitativen Bestimmung der 
Polyphosphate neben anderen Phosphatfraktionen werden dargelegt. 


Fiir die Erméglichung und grofSziigige Unterstiitzung der Arbeit danken wir 
Herrn Prof. Dr. K. Morus. Einer von uns (H. K.) dankt den Herren Prof. Dr. 
E. Taino und Prof. Dr. K. Loumann fiir einen Studienaufenthalt in ihren Labora- 
torien. Der zweite Teil der Arbeit wurde mit Untersttitzung durch die Deutsche 
Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt. 
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Fungi belonging to the chytrid family Physodermataceae in an in- 
creasing number of instances are known to produce two very different 
types of plants, (1) a strongly polycentric, endobiotic thallus which 
bears numerous “‘turbinate organs’? and resting spores and ramifies 
through many cells of the host, and, (2) a monocentric, epibiotic ‘“‘ephe- 
meral sporangium”’ with a short, bushy rhizoidal system within a single 
host cell. The latter plant, derived from a zoospore from a germinated 
resting spore, gives rise to motile swarmers which are discharged inoper- 
culately, its sporangium rests on a broad base, is usually internally 
proliferous, and nearly always bears on it an unexpanded portion of the 
spore cyst from which it has arisen. This often gives a somewhat humped 
or gibbose appearance to the whole structure (Fig.14). In a true species 
of Physoderma, the ephemeral sporangial stage is completely invisible to 
the naked eye, in contrast to the endobiotic one which produces streaks, 
pustules, galls, etc. on the host plants. 

In only two instances has the epibiotic stage of a Physoderma (exclusive 
of Urophlyctis) been found in the field, namely by Covcn (1953) in 
P. maydis and Jonns (1958) in P. dulichii. All other studies of the 
epibiotic stage have been made on material produced in the laboratory 
by inoculation of host plants with zoospores from germinated resting spores. 

These epibiotic structures have been shown in Physoderma lycopi 
(SpaRRow 1957b) and in Urophlyctis pulposa (Y. Lincappa 1958) to 
function as gametangia, their swarmers fusing to form zygotes which, in 
the latter fungus, at least, are known to give rise subsequently to the 
endobiotic phase. It seemed logical to suppose, therefore, in these fungi 


* Acknowledgement is made to the National Science Foundation for financial 
support given this project. 
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which exhibited an heteromorphic alternation of generations that the 
epibiotic phase would precede the endobiotic one and would be present 
on the host early in the growing season. Accordingly, collections were 
made in the second week of May, 1958, of various host plants from 
swampy sites in the vicinity of the University of Michigan Biological 
Station at Douglas Lake which were known to harbor Physoderma- 
infected plants later in the season. As was expected, these plants were 
all completely submerged at that time of year. The water temperature 
varied from 10—13° C at the different sites. Three days of intensive 
microscopic observations of many plants produced conclusive evidence 
for the occurrence in this area of epibiotic sporangia on four different 
phanerogamic hosts. Although sporangia bearing zoospores were seen On 
only two of these hosts, the highly characteristic morphological features 
earlier mentioned left little question but that they belonged to a 
Physoderma. 

One site in the vicinity of Ann Arbor known to have P. (Urophlyctis) 
pluriannulatum was also visited in early June, 1958, and infected host 
material (Sanicula) collected. 

Since species concepts in this group are perhaps the most nebulous to 
be found among the fungi, we will not now attempt to apply a binomial 
to the organisms collected but will merely designate them according to 
host plants. 


1. Physoderma on Mentha arvensis 

We have collected the endobiotic phase of this fungus through several 
growing seasons at the same site. Approximately a foot of water covered 
the host plants in May. Epibiotic sporangia were found in some abundance. 
These occurred only on the glandular trichomes of the stem (Fig. 1—8). 
They are pyriform or somewhat anatropous, transversely placed struc- 
tures, 40—52 uw long, the narrow end 6—8 wu, and the broader, 18—25 jw 
in diameter. The narrow, beak-like apex, 6—8 yw in diameter, was further 
characterized by having a thickened wall, and was undoubtedly an 
unexpanded portion of the wall of the zoospore cyst. The whole structure 
was attached near the narrower end to a short, bushy, endobiotic system 
of delicate rhizoids which arose from an inconspicuous apophysis. 
Although various stages of sporangial maturation were observed 
(Fig.1,2,7) no fully mature ones with zoospores were seen. These 
probably had been discharged during the period immediately following 
collection. The zoospores had escaped through a pore 5—7 yw in diameter 
which terminated the broad end of the sporangium (Fig. 1, 4, 6). Internal 
proliferation of discharged sporangia was common (Fig.1, 3). 

These structures undoubtedly belong to the endobiotic fungus found 
later in the season at the same site whose resting spores conform to 
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Figs.1—8. Epibiotic sporangia in various stages of development on the glandular trichomes of the 

stem of Mentha arvensis. In Figs. 2 and 7 very young stages in development are shown. In Fig. 1 

the cyst of the zoospore is shown on the wall of the sporangium; within the latter a new sporangium is 

being formed by internal proliferation. In all but Fig. 6 the bushy rhizoidal system which arises 
from a small apophysis may be seen. x 280 
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published accounts of Physoderma menthae Schroeter. Although the 
sporangia of the Mentha parasite resemble those of P. lycopi, on another 


Fig. 11 


1 


labiate, Lycopus americanus, they differ in certain features, notably size 
and probably also coloration. In the Mentha fungus they were 40—52 4 
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long by 18—25 w in greatest diameter, whereas in P. lycopi they were 
23 —26 x 12—15 w. Furthermore, the thick-walled cyst of the Mentha 
parasite was uniformly opposite the discharge pore whereas this structure 
varied in position in P. lycopi. It will be recalled that some sporangia 
(gametangia) of the last-named species formed orange pigment in their 
protoplasm. There was no evidence for such coloration in the Mentha 
parasite. 
2. Physoderma on Caltha palustris 


As in the preceding fungus, the endobiotic phase of this organism has 
been collected through several seasons at the same locality. In early May 
the site was completely covered 
with water. 

Epibiotic sporangia were found 
primarily on the petioles of the 
leaves, particularly their dilated 
bases. In the latter region they were 
frequently associated with deep green 
streaks of the host tissue. Some 
evidence of their great abundance 


Figs. 9—12. Epibiotic sporangia on Caltha palustris. Fig. 9 is of a mature sporangium with 
broad discharge papilla at top and cyst of zoospore at opposite end. Figs. 10 and 12 show sporangia in 
side view; 9 and 11 show them from the top. x 280 


on the host may be gained from examining Fig. 11 which is not a 
composite drawing. Here, in an area approximately 190 x 150 uw seven 
sporangia are shown. 

Viewed from above (Fig.9, 11), the transversely affixed sporangia 
were somewhat irregularly slipper-shaped and sometimes lobed. In side 
view, however, they appeared somewhat gibbose (Fig. 10, 12). The 
unexpanded remains of the zoospore cyst was not often visible on these 
sporangia but seemed to be opposite the 10 « in diameter discharge pore. 
The sporangia were remarkably uniform in size, the great majority being 
50 long by 10—15 at the narrow end increasing to 20—28 uw in 
greatest diameter, and were 25—30 w high. The bushy rhizoidal system 
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within the host cell did not seem, for the most part, to arise from an 
apophysis. 

Some undischarged sporangia survived the trip from field to laboratory 
and several instances of zoospore liberation were witnessed. Upon the 
deliquescence of a broad, 10 w in diameter prominent papilla (Fig. 9), 
the zoospores emerged through a 10 in diameter pore, the first ones 
escaped immersed in the expanding gelatinous papillar material. Later 
ones escaped by their own flagellar activity. The zoospore was spherical 
when in motion, 5 u in diameter, and bore a single, eccentric, refractive, 
colorless, lense-shaped globule and posterior flagellum. Nearly all empty 
sporangia showed evidences of internal proliferation (Fig. 10, 11). 


3. Physoderma on Stum suave 


The Physoderma on Siwm suave is fairly widespread in Michigan and 
will be discussed in detail in another paper. Several sites in the vicinity 
of the Biological Station have, in wet years, an abundance of infected 
host plants. Unsuccessful attempts were made in the laboratory to 
produce epibiotic sporangia from zoospores from germinated resting 
spores. In the field they were recovered in moderate abundance, and as 
was expected, on the underwater dissected leaves. They were readily 
spotted on the surface of the colorless epidermal cells when the latter 
were viewed “on edge”. Unfortunately, because of the dense green 
coloration of the underlying leaf cells top views of sporangia could not 
be obtained. 

The sporangia (Fig.13—20) were uniformly gibbose in side view, 
transversely placed on the host, predominantly 15—28 wu long by 12—18u 
high, and bore apically the characteristic thick-walled, unexpanded 
portion of the cyst (4—5 w in diameter) of the infecting zoospore. The 
zoospores were discharged (Fig. 15) through a pore formed upon the 
deliquescence of a prominent papilla which terminated one end of the 
sporangium. They were spherical, 4—5 in diameter, bore an eccentric 
colorless oil globule, a small lateral granule and a conspicuous nuclear 
cap. There was a single posterior flagellum. Approximately twenty 
zoospores were produced in primary sporangia. Secondary sporangia 
were formed by a process of internal proliferation. Within the host cell 
there was a delicate, bushy rhizoidal system. Our observations were 
inconclusive as to whether or not this always arose from an apophysis. As 
has been noted in sporangia of other species, the rudiment of the secon- 
dary sporangium is often well along in its development by the time 
discharge of the primary sporangium occurs (Fig. 15). 

In two instances structures were observed within epidermal cells which 
we interpret as very young primary turbinate cells. These were pyriform, 
15—20 long by 12—18 wide and were attached to an epibiotic 


100 F. K. Sparrow and R. M. Jouns: 


thick-walled structure 8—10 in diameter, probably the cyst of the 
infecting spore. Further development of the endobiotic phase will be 
described in a later paper. 

Just what binomial should be applied to the parasite of Siwm must 
await a thorough study of its host range and of the complex of fungi on 
different hosts assigned at present to “‘ Physoderma vagans Schroeter’. 


4, Physoderma on Potentilla palustris 


At the time of our collections, plants of Potentilla palustris were entirely 
under water and the palmately compound leaves had not as yet unfolded. 
Despite their immature condition infected plants already possessed a well 
developed endobiotic system which bore resting spores, primarily along 
the mid-rib. Epibiotic sporangia were found in only a few instances and 
we are not certain that they represent normal material. Again, the 
opacity of the host tissue made it possible to see only sporangia situated 
along the margin of the leaf. These were gibbose, transversely placed, 
12—15 pw wide by 5—8 yu high, and bore apically the remains of a 3—5 yu 
in diameter thick-walled cyst. No rhizoidal system could be seen in the 
dark host cell contents and no zoospores were found. Further observations 
will be necessary to determine if these are full-sized, typical, sporangia or 
immature ones, as well as to determine the position of discharge papilla, 
the nature of the zoospores, and the rhizoidal system. 


5. Physoderma on Sanicula marilandica 


The fungus on Sanicula is probably referable to Physoderma 
(Urophlyctis) pluriannulatum. Its endobiotic stage has been collected 
many times from a site in the vicinity of Ann Arbor and will be described 
in a forthcoming paper, and germination of its resting spores has been 
followed (Sparrow 1957a). Very early in June, 1958, plants of Sanicula 
from a wet ditch recently containing standing water, bore structures on 
their leaves which were strongly reminiscent of the epibiotic sporangia of 
Physoderma (Fig.21—27, 29). They were somewhat dome-shaped, 
20—30 w wide by 10—19 w high with their broad base resting on the 
outer surface of the host epidermis (i.e. transversely placed). In most 
instances a thick-walled hemispherical cyst 5 wide was seen at the 
apex. In Fig.28 is shown a ring of callus associated with the remains of 
what appears to be the rhizoidal system of the chytrid. The endobiotic 
rhizoidal system was stubby or finger-like and fairly coarse (Fig.21, 26, 
27, 29). No zoospore discharge was seen. Occasional specimens bore a 
discharge pore at one end of the broad base and evidence for internal 
proliferation of discharged sporangia was also seen (Fig.22). Inasmuch 
as endobiotic thalli in various early stages of development were found on 


Observations on Chytridiaceous Parasites of Phanerogams IX. 101 


Figs. 21—27, 29. Epibiotic sporangia found on plants of Sanicula marilandica infected with Physo- 
derma (Urophlyctis) pluriannulatum. Fig. 28 is a ring of callus-like growth which appears to be the 
remains of the rhizoidal system of an epibiotic sporangium. x 280 
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the same leaves, it was evident that our search for the epibiotic stage 
should have started sooner. As in the previous fungus, more information 
is needed before we can say more than that the two stages were associated. 


Discussion 


Although field observations alone, cannot, obviously, prove definitely 
that these thin-walled epibiotic structures belong to the endobiotic 
stages found later in the season on the same host, we have no hesitancy 
in believing, at least in the first three fungi described, that they do. The 
strikingly similar morphological features exhibited, suchas the unexpanded 
portion of the zoospore cyst, bushy rhizoidal system, manner of zoospore 
discharge, internal proliferation and the occurrence of these epibiotic 
sporangia on host plants from known Physoderma-infected sites all point 
to the correctness of this contention. ‘ 

It is of great interest to know that this stage, which will probably be 
shown to be a gametangial one in all these species, does actually occur 
very early in the season in nature and at relatively low temperatures. 
Furthermore, the strictly aquatic conditions under which the host plants 
are living at that time provide an ideal environment for the development 
and dissemination of the epibiotic stage which is entirely comparable to 
a true aquatic, monocentric chytrid. It is frequently not appreciated 
that in at least one species of a true Physoderma (P. menyanthis, SPARROW 
1940) it has been proved that these zoospores may form new epibiotic 
sporangia. Hence, the number of structures bearing potential gametes, 
and (as probable) after fusion, the number of zygotes, which initiate 
the endobiotic stage, is multiplied enormously. Internal proliferation 
provides still another means of multiplication. 

Work is now in progress to produce in the laboratory by means of 
zoospores from germinated resting spores, epibiotic stages on the hosts 
mentioned and to compare them with those found in the field. 
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Uber das Verhalten von Bakterien in lebenden Blittern 


Von 
HANS SODING 


Mit 10 Textabbildungen 
(Hingegangen am 4. Mai 1959) 


Die Frage, wie es kommt, daB sich in den Intercellularen lebender 
Blatter normalerweise keine Bakterien ansiedeln, bildet den Ausgangs- 
punkt der vorliegenden Arbeit. Obwohl die Epidermis zweifellos einen 
sehr guten mechanischen Schutz gegen eine Bakterieninfektion bietet, 
miuBten die Spaltéffnungen bei ihrer Grée doch immerhin wenigstens 
ein gelegentliches Eindringen von Bakterien zulassen. Fiir eine einzelne 
Spaltoffnung ist die Wahrscheinlichkeit dafiir natiirlich nur sehr gering, 
doch steht dem die sehr groBe Zahl der Spaltéffnungen gegeniiber. Auch 
erfolgt bei einigen bakteriellen, Pflanzenkrankheiten die Infektion 
tatsachlich durch die Spalten (vgl. Stapp 1958; IsratisKt 1955). Weiter 
ist zu beachten, daB auf den Pflanzen eine epiphytische Bakterienflora 
lebt, die auch in die Vertiefungen der Stomata hineinreicht (W6LLER 
1929). Es ist daher jedenfalls mit der Méglichkeit zu rechnen, da 
gelegentlich auch saprophytische Keime in den Intercellularraum der 
Blatter eindringen. Nun wtirden diese Keime dort einen feuchten, mehr 
oder minder schattigen Raum und auch eine gewisse Nahrstoffmenge 
vorfinden (wie auch die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen), so daB eigentlich 
eine Vermehrung der Keime zu erwarten ware. Eine solche erfolgt aber 
anscheinend nicht, und es fragt sich daher, ob die Blatter nicht vielleicht 
Schutzeinrichtungen gegentiber eingedrungenen Bakterien besitzen. Diese 
Frage habe ich bereits frither in zwei kurzen, wahrend des Krieges er- 
schienenen, praktisch untergegangenen Arbeiten (1939 und 1941) 
behandelt und in positivem Sinne beantwortet; die vorliegende Arbeit 
erweitert und bestatigt im wesentlichen die damals erzielten Ergebnisse. 
Dieselbe Fragestellung wurde bereits vorher von mehreren Autoren 
aufgeworfen, aber in verschiedener Weise beantwortet (siehe unten). 

Auf einen Einwand, der mir gegen diese Fragestellung gemacht worden ist, sei 
noch kurz eingegangen. Hs sei nimlich von vornherein zu erwarten, daf sich nicht- 
pathogene Bakterien in Pflanzen auch nicht ausbreiten kénnten, da das die Kigenart 
der pathogenen Keime sei. Das ist natiirlich richtig, es fragt sich aber, warum das 
nicht geschieht und ob die Blatter Abwehrméglichkeiten gegen eingedrungene 


Keime besitzen. Auch zeigen die Versuche dieser Arbeit, daB eingedrungene sapro- 
phytische Bakterien in Blattern unter bestimmten Umstanden sich tippig vermehren 
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und durchaus pathogen werden kénnen; die normale mangelnde Ausbreitung 
solcher Keime ist also keineswegs selbstverstandlich. Ahnlich ist die Sachlage ja 
auch in der Medizin: zufallig in den menschlichen Kérper geratene nichtpatho- 
gene Bakterien sterben darin ab ; nicht, weil sie dort keine Entwicklungsbedingungen 
vorfanden, sondern weil sie vom Organismus durch seine Abwehr (Sera, weibe 
Blutkérperchen) getétet werden. 


In der vorliegenden Arbeit suchte ich zunachst zu beobachten, welches 
Schicksal Bakterien erleiden, die experimentell in das Intercellularsystem 
intakter Blatter gebracht werden. Da die Bakterien dann vielfach ab- 
sterben, vermutete ich die Anwesenheit eines baktericiden Stoffes in den 
Intercellularen, den ich auszuwaschen und an Hand seiner Wirkung auf 
Testkeime nachzuweisen suchte. SchlieBlich erginzte ich die physio- 
logischen Untersuchungen durch mikroskopische Beobachtungen an den 
infizierten Blattern. 


A. Methodik 


Als ein geeigneter Weg, Bakterien in das Intercellularsystem von Blattern zu 
bringen, erwies sich die Infiltrationsmethode. Von solchen Blattern wurde dann 
nach gemessenen Zeiten eine bestimmte Menge Blattmasse entnommen und die 
darin enthaltene Zahl von Keimen bestimmt. 


a) Herstellung der Bakteriensuspensionen 


Von 1 Tag alten Agarschragkulturen der betreffenden Bakterien wurden etwa 
2mg Bakterienmasse (= Inhalt einer Impfése) entnommen und in der tiblichen 
Weise in einem Reagensrdhrchen mit 10 cm* von sterilem doppelt destilliertem 
Wasser sorgfiltig verrieben und anschlieBend filtriert. Die Ausgangssuspension 
hieB 1:10 oder Suspension I. Durch Verdiinnung auf ein Zehntel oder ein Hun- 
dertstel erhielt ich die Suspensionen 1: 100 bzw. 1: 1000. Sollten sehr starke 
Verdiinnungen benutzt werden, so verfuhr ich folgendermafen: 

0,1 em? Suspension I + 5 cm’ aq. bid. gab Suspension II 
0,1 cm? Suspension II + 5 cm? aq. bid. gab Suspension IIT 
0,1 cm? Suspension III + 5 cm® aq. bid. gab Suspension IV 


b) Infiltration der Blatter 

Aus technischen Griinden und der gréBeren Widerstandsfahigkeit der Blatter 
halber beschrankte ich mich auf sukkulente oder wenigstens etwas fleischige Blatter ; 
zum. Vergleich wurde auch Knollengewebe der Kartoffel untersucht. Alle Blatter 
wurden vor dem Versuch sorgfaltig mehrmals mit sterilem aq. bid. gewaschen, 
ebenso auch die aus den Kartoffelknollen entnommenen Stiicke. 

An den spatelférmigen Blattern von Echeveria glauca und Sedum weinbergit 
wurde dann, zur Erleichterung fiir das Eindringen der Bakterien, auf der Oberseite 
ein schmaler 2—3 mm breiter Streifen Epidermis abgezogen; an den Hcheveria- 
Blattern wurde auch die Spitze kurz abgeschnitten. Die Blatter von Aloé arborescens 
wurden in 3 cm lange Stiickchen zerteilt, wobei Blattspitze und Basis verworfen 
wurden; das Hindringen der Bakterien geschah hier von den Schnittrandern aus. 
Aus den Blattern von Iris hybrida (,,Lenzschnee‘‘) wurden etwa 3—4 cm lange und 
11/,cm breite Streifen aus dem mittleren Teil herausgeschnitten, wo die Blatter 
noch etwas fleischig sind, dicht neben oder iiber dem gespaltenen basalen Teil. Von 
Kartoffelknollen schlieBlich wurden mit einem Korkbohrer sterile Stiicke aus- 
gestanzt, die auf etwa 3 cm Linge zugeschnitten wurden (Dicke etwa 6 mm). 
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Die ganzen Blatter oder die Stiicke wurden nun in ein Gazebeutelchen ein- 
gebunden, in ein Becherglas mit der Bakteriensuspension gelegt und mit einem 
Glasdeckel beschwert, so daB sie untergetaucht blieben. Bei der folgenden vor- 
sichtigen Evakuierung mit einer Wasserstrahlpumpe entweicht die weitaus meiste 
Luft aus den Intercellularen der Blatter. Besonders vorsichtig wurde hierbei mit 
den empfindlichen Blattern von Sedum verfahren. Bei Riickkehr des normalen 
Druckes, die nur langsam erfolgen darf, infiltrieren sich dann die Intercellularen 
rasch und vollstandig mit der Bakteriensuspension, wobei die Blatter prall-turges- 
cent und durchscheinend werden. Nach 3maligem Abspiilen mit sterilem aq. bid. 
wurden die Blatter abgetrocknet und in ein ExsiccatorgefaB, das unten Wasser 
enthielt, oder, vielfach zweckmaBiger, in eine Petrischale gelegt, die nach einigen 
Stunden zugedeckt wurden. Die Blatter standen am diffusen Tageslicht. Gleich 
nach dem Abtrocknen begann Luft in die Blatter einzudringen, und nach etwa 
1 Tag scheinen die Blatter nicht mehr infiltriert zu sein, ja sie beginnen sogar zu 
welken. Durch leichtes Verschieben des Deckels des Exsiccators suchte ich die 
notwendige Luftfeuchtigkeit bei gleichzeitigem, schwachem Luftaustausch zu 
erreichen, was sich als nicht immer leicht erwies. Fiir Aloé-Blatter benutzte ich den 
nicht ganz verschlossenen Exsiccator, bei den tibrigen Arten ging ich schlieBlich 
zur Verwendung von Petrischalen tiber, die dort geeigneter zu sein schienen. Sedum 
faulte im Exsiccator. 

Bei einer solchen Haltung im feuchten Raum bleiben die Blatter meist etwa 1 
bis 2 Wochen auBerlich gesund. SchlieBlich gehen sie zugrunde, die von Hcheveria 
und Sedum unter Dunkelfarbung und Faulnis, die von Aloé und Jris unter Ein- 
trocknung, Chlorophyllaufhellung oder Vergilbung (Jris) und Braunung an den 
Schnittrandern; die Kartoffelstiicke welken in dieser Zeit:- Selbstverstandlich 
wurden zu allen Untersuchungen nur auBerlich gesund erscheinende Stiicke benutzt ; 
die Benutzung deutlich aufgehellter Blattstiicke lieB sich bei langer dauernden 
Versuchen allerdings nicht vermeiden. 


c) Abimpfen von den Blaittern und Bestimmung 
der Keimzahl 


Den infizierten Blattern von Hcheverta und Sedum wurde auf der Unterseite ein 
etwa 0,5 cm breiter Streifen der Epidermis abgezogen, was leicht gelingt, wenn man 
mit einer Rasierklinge einen méglichst seichten | |-formigen Schnitt fithrt und dann 
mit einer breiten Pinzette die Hpidermis am Quereinschnitt faBt und der Linge 
nach herunterzieht. Darauf wurde in der Wundflache, ohne die Rander zu beriihren, 
mit einer kraftigen Impfése herumgerieben, bis sich diese mit Zellsaft fiillte (etwa 
5 mm), doch wurde darauf geachtet, daB stets auch griine Gewebereste mitgingen. 
Entsprechend wurde auch bei den tibrigen Arten verfahren. Bei den trockneren 
Tris-Blattern war ein Aufkratzen der Wundflaiche mit einer Nadel und oft ein 
langeres Reiben mit der Ose erforderlich, um ausreichendes Impfmaterial zu erhalten, 
das in moglichst gleicher Menge von allen Blattern entnommen wurde. Die Aloé- 
blatter haben auBen ein etwa 1mm dickes intercellularenreiches Assimilations- 
parenchym, wahrend das Innere aus einem groBzelligen Wassergewebe mit einigen 
kleinen Intercellularen besteht. Hier wurden das griine Chlorenchym und das 
Wassergewebe getrennt untersucht. Zunaichst wurde von der Oberseite ein Chloren- 
chymlappen losgelést und umgekehrt hingelegt, worauf unter wiederholtem 
Abreiben mit der dicken Ose Impfmaterial (Saft -+- Gewebetriimmer) abgekratzt 
wurde. Darauf wurde auch yom freiliegenden Wassergewebe der Wunde eine Ose 
voll entnommen, ohne das Chlorenchym der Unterseite zu bertihren. Bei den 
Kartoffeln schlieBlich wurden von den ausgestanzten Stiicken 1 cm lange Stiickchen 
abgeschnitten, diese halbiert und von der Schnittflache mit der dicken Ose 3 mg 
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Impfmaterial abgekratzt. — Soweit nichts anderes bemerkt, wurde von jedem Blatt- 
oder Knollenstiick nur einmal abgeimpft. 

Das mit der (se entnommene Material wurde nun auf die getrocknete Oberflache 
einer Nahr-Agarplatte in einer Petrischale gebracht (Trocknen: 20 min bei 37°; 
Zusammensetzung des Agars: Agar 1,6°/,; Pepton 0,25°/; Fleischextrakt 0,15°/9; 
Glucose 0,25°/); pu 7,5, mit NaOH eingestellt — in den ersten Versuchen enthielt 
der Agar die doppelte Nahrstoffmenge). Das Impfmaterial wurde quantitativ mittels 
einer Platinése ausgestrichen (meist 5 min), die Platten wurden bei 22° bebriitet 
und die entstandenen Kolonien nach einigen Tagen ausgezahlt. 


d) Vergleichs- und Kontrollversuche 


Neben dem Verhalten der eingesaten Bakterien im intakten Blattgewebe wurde 
auch das Verhalten der Keime an Wundflachen untersucht, indem von alten Impf- 
stellen, von denen bereits einmal abgeimpft und bei denen also das Gewebe durch 
Reiben zerstért worden war, noch ein zweites Mal abgeimpft wurde. 

Weiter wurde das Verhalten der Keime im Zellsaft der Versuchspflanzen gepriift. 
Die Blatter (die von Echeveria und Sedum nach Enthauten) wurden im Morser 
zerrieben, alsdann der Saft durch Zentrifugieren vom grinen Riickstand getrennt, 
in ein Reagensglas gegossen (0,5 bis einige Kubikzentimeter) und mit einigen 
Tropfen einer sehr diinnen Bakteriensuspension beimpft. Bei Aloé wurde zwischen 
Saft von Chlorenchym und Wassergewebe unterschieden, wobei es sich allerdings 
nicht vermeiden lieB, daB bei der Trennung der Gewebe etwas Saft vom Wasser- 
gewebe mit ins Chlorenchym lief. Der Saft von Sedum, Aloé-Wassergewebe und meist 
auch Echeveria war klar, der von Jris mehr oder weniger triibe und setzte einen 
Niederschlag beim Stehen ab, der von Aloé-Chlorenchym war triib-griin, ebenfalls 
mit Niederschlag. Der Saft der Kartoffel braunte oder schwarzte sich beim Stehen. — 
Gleich nach der Beimpfung sowie nach einigen Stunden oder Tagen wurde nach 
griindlichem Umschiitteln mit einer groBen Ose ein Tropfen von 20 mg entnommen, 
auf getrocknete Agarplatten ausgestrichen und die Keimzahl bestimmt. 

SchlieBlich wurde noch bei simtlichen Versuchen eine Kontrolle des dabei 
verwendeten aq. bid. vorgenommen, um zu vermeiden, dafi etwa giftiges Wasser 
eine Baktericidie des untersuchten Pflanzenmateriales vortéuschen kénnte. Das 
aq. bid. wurde durch doppelte Destillation in GefaéBen aus Jenaer Glas anfanglich 
aus Leitungswasser hergestellt. Bei den Infiltrationsversuchen wurden einige 
Kubikzentimeter der verwendeten Infiltrationssuspension in ein Reagensréhrchen 
gefiillt und die Keimzahl laufend verfolgt. Es zeigte sich dann eine Zunahme oder 
wenigstens ein Erhaltenbleiben der Keimzahl; das verwendete Wasser war also 
einwandfrei, und ein beobachtetes Absterben der Bakterien in den Infiltrations- 
versuchen kann nicht auf Giftwirkungen des aq. bid. zuriickgefiihrt werden. Fir 
Versuche mit sehr geringer Einsaat dagegen reichte die Qualitat des so erhaltenen 
aq. bid. nicht aus (vgl. S. 123). 


B. Ergebnisse 
a) Versuche mit Echeveria glauca Baker 
In meiner friitheren Arbeit (1939) hatte ich beobachtet, daB Keime von 
Bact. ozaenae, durch Infiltration in intaktes Blattgewebe von EHcheveria 
glauca gebracht, dort zunichst fast restlos absterben, worauf dann von 
einigen wenigen erhalten gebliebenen Individuen eine nachtragliche Aus- 
breitung des Bakteriums erfolgt. In Faulstellen oder im Prefsaft der 
Blatter gedieh es dagegen tippig. Es war mir nun gelungen, die damals 
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benutzten Staémme von Bact. ozaenae und von Echeveria iiber die Kriegs- 
und Nachkriegszeit zu erhalten, und ich konnte die Versuche daher 
wiederholen. Das Ergebnis eines Infiltrationsversuches von Echeveria 
glauca mit Bact. ozaenae zeigt die Tab. 1. 

Wie ersichtlich, nimmt die Keimzahl, die bei der Einsaat einige 
Dutzend in etwa 5 mg Blattmasse betragt, im Laufe von 3 Tagen auf Null 
ab, ohne einen weiteren Anstieg. Nach 9 Tagen wurde von den noch 
gesund erscheinenden Blattern 
das unverletzte Gewebe heraus- Tabelle 1. Infiltration von Echeveria- 
geschnitten, zerrieben und der Bldttern mit Bact. ozaenae, 1:750 


Saft entnommen. Ausstreichen ___ Versuch vom 4.4.56 0 
Keimzahl i 5 1 
von 20 mg am selben Tage, 1 Tag eimzahl in etwa 5 mg Blattmasse nach Stunden 


und 5'Tage nach der Herstellung | o | a | 2 | 1 
des Saftes ergab in allen Fallen 1. platte | 43 13 0 0 
keine ozaenae-Keime; diese schei- 2. Platte | 24 1 0 
nen in diesem) Versuch also-auch “5.42 Platte entepricht der Abimpfung 


in groferen Blattpartien restlos yon je einem Blatt. 

abgestorben zu sein. An Wund- 

flachen breiten sie sich dagegen —_Tabelle 2. Blattsaft von Echeveria mit Bact. 
aus, denn nochmaliges Abimpfen ozaenae beimpft 

von den Impfstellen der beiden Versuch-vom 4. 4. 56 

nach 0 Std abgeimpften Blatter Keimzahl in 20 mg Blattsaft nach 


ergab die Keimzahlen 2000 —3000 o | 5 | % | 48 | esta 
(2. Abimpfung nach 72 Std) und 12 | 0 | 2 | 54 | oo 


oo! (2. Abimpfung nach 144 Std). 

Eine Beimpfung von Prefsaft aus frisch von der Pflanze genommenen 
Blaittern mit Bact. ozaenae (es entstand dabei die doppelte Konzentration 
von Verdiinnung IV) zeigte nach einem vortibergehenden Abfall einen 
Anstieg der Keimzahl auf 00 (Tab. 2). 

Die Keime von Bact. ozaenae sterben im unverletzten Blattgewebe von 
Echeveria glauca also ab, wahrend sie sich an Wundflachen oder im PreB- 
saft, dort gegebenenfalls nach voriibergehendem Riickgang, stark 
vermehren. 

Kin weiterer Versuch bestatigte dies Ergebnis (Abb.1). Das zur Her- 
stellung der Bakteriensuspension verwendete aq. bid. ist, wie die in 
3 Tagen erfolgte Zunahme der Keimzahl anzeigt, einwandfrei (eine bei 
simtlichen Versuchen vorgenommene, im tibrigen nicht weiter erwahnte 
Kontrolle). Im intakten Blattgewebe sterben die eingesiten Keime ab; 
an Wundflichen, auf zerriebenem Gewebe, vermehren sie sich auf eine 
nicht mehr schatzbare Zahl. Es muB noch bemerkt werden, dah weitere, 
nicht photographierte Platten dieses Versuchs, die von anderen Blattern 


1Nicht mehr schatzbare Keimzahlen, tiber einige Tausend, werden mit co 
bezeichnet. 
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gestrichen worden waren, teilweise einen Riic kgang der Keimzahl auf Null 
bereits nach 24 Std zeigen, teilweise sind allerdings auch nach 72 Std 
noch lebende Keime vorhanden, und nach 6 Tagen hatte, wie in den frither 
(1939) mitgeteilten Versuchen, wieder eine Ausbreitung der Keime auf 300 
(in einem Falle) und viele Tausend (in einem anderen Blatt) stattgefunden. 


Blat- ||. 2**¢. 
gewebe ie ous *e, © 


alte Impfstelle © 


Abb. 1. Infiltration von Echeveria-Blittern mit Bact. ozaenae. Versuch vom 16.10.57. Links (0 Std) 

die zu Versuchsbeginn mit 2 mg der Infiltrationssuspension bzw. 5 mg aus dem Blattgewebe gestriche- 

nen Platten. Rechts (72 Std) die nach 3 Tagen gestrichenen Platten. ,,Alte Impfstelle: Von der nach 
0 Std abgeimpften Stelle wurde nach 3 Tagen nochmals abgeimpft 


Gleichzeitig wurde auch PreBsaft von Hcheveria beimpft und unter- 
sucht; die Keimzahl sank dabei im Laufe von 48 Std von 14 (Einsaat) 
auf Null, das ist, die Bakterien sterben dieses Mal im PreBsaft ab. Eine 
Wiederholung (23.10.57) brachte dasselbe Ergebnis, zwei weitere 
Wiederholungen (30. 10.57 und 6.11.57) mit Pflanzen, die aus dem 
kiithlen Gewachshaus 4'Tage vor dem Versuch ins geheizte Institut 
gebracht worden waren, lieferten, das eine Mal nach voriibergehendem 
anfanglichem kurzen Riickgang, einen kraftigen Anstieg der Keimzahl 
von etwa 40 bzw. 100 auf einige Tausend in 2 Tagen (Abb.2). Zwischen 


Das Verhalten von Bakterien in lebenden Blattern 109 


vergleichend untersuchten jungen und alten Blattern war dabei kein 
deutlicher Unterschied festzustellen. Die Versuche tiber die Wirkung 
des Blattsaftes verliefen also uneinheitlich; teils wirkte er baktericid, 
teils als Nahrstoff, wobei zunaichst dahingestellt bleiben soll, ob der 
verschiedene Ausfall von den Kulturbedingungen der Pflanze abhangt 
(vgl. weiter S. 111 u. 118). 

Im ganzen ergeben die Versuche also eine Bestatigung des friiheren 
Ergebnisses, wonach Bact. ozaenae im intakten Blattgewebe von 


Abb.2. Kultur von Bact. ozaenae im Blattsaft von Hcheveria. Versuch vom 30.10.57. Nach den an- 
gegebenen Zeiten wurden 20mg des beimpften Blattsaftes auf Agarplatten ausgestrichen. Nach 
5 Std zeigt sich ein deutlicher Riickgang der Keimzahl, dem aber ein spiterer Anstieg folgt 


Echeveria glauca zanachst abstirbt, dann aber von einigen tiberlebenden 
Keimen aus eine nachtragliche Ausbreitung stattfinden kann; das 
Ergebnis von der Nahrwirkung des PreBsaftes muB aber dahingehend 
ergainzt werden, daB er oft auch Giftwirkung zeigen und die Keime 
abtéten kann. 

In meiner friiheren Arbeit (1939) hatte ich auch das Verhalten von 
Serratia marcescens (= Bact. prodigiosum) gegentiber Echeveria gepriift 
und eine iippige Entwicklung des Bakteriums in dieser und tibrigens 
auch anderen Pflanzenarten (Jris, Tulipa) beobachtet. Da der damals 
benutzte Stamm verloren gegangen war, arbeitete ich jetzt mit 2 Stam- 
men, die mir von Herrn Prof. ENert und Herrn Prof. Borriss zur 
Verfiigung gestellt worden waren und aus Gottingen bzw. Greifswald 
(Stamm SG 621) stammten. Die meisten Versuche wurden mit dem 
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Greifswalder, erginzende Versuche wurden auch mit dem Gdéttinger 
Stamm gemacht. Die Ergebnisse entsprachen durchaus den mit Bact. 
ozaenae erzielten. Bei Infiltrationsversuchen in das intakte Blattgewebe 
(3 Versuche mit dem Greifswalder, 1 Versuch mit dem Gottinger Stamm) 
ging die Keimzahl in 2—4 Tagen von einer Einsaat, die in den einzelnen 
Versuchen zwischen einem Dutzend und einigen Hundert schwankte, 
gleichmaBig auf Null zuriick, stieg aber (mit Ausnahme des einen Ver- 
suches mit dem Gottinger Stamm) nach 6 Tagen wieder an. Nach 
6—7 Tagen waren in den Versuchen einige Blatter gebraunt und 
gefault. Abimpfen von diesen Blattern ergab die Keimzahl oo, auch 
beim Gottinger Stamm. Beide Stamme vermogen sich also schlieBlich 
im Blatt auszubreiten; auch sind sie imstande, sich an Wundflachen 
(der zur Erleichterung der Infiltration angebrachten Fensterwunde) zu 
vermehren, wie durch Abimpfen von etwas Wundgewebe festgestellt 
werden konnte. Im Zellsaft beobachtet man, ebenso wie bei Bact. ozaenae, 
teils Absterben, teils Vermehrung, diese aber oft erst nach voriiber- 
gehendem anfanglichen Riickgang der Keimzahl (im ganzen 8 Versuche 
mit Zellsaft). — Worauf der abweichende Ausfall meiner alteren Ver- 
suche (1939) mit einem anderen Serratia-Stamm beruht hat, laBt sich 
wohl nicht mehr sicher sagen. Vermutlich verhalten sich die verschie- 
denen Stamme nicht gleich (vgl. auch S. 120). 


Es mag noch erwahnt werden, daB einmal (20. 6. 56) auch 2 ganze Pflanzen von 
Echeveria mit einer Suspension (1:1000) von Serratia marcescens Géttingen in- 
filtriert wurden. Um sicheres Eindringen der Bakterien zu gewahrleisten, wurde 
stark evakuiert, bis zum Schwiicherwerden des Blasenstromes; in die Blatter wurden 
,.Fenster“: geschnitten (vgl. 8. 104). Gleich nach der Infiltration wurde an jeder 
Pflanze von 2 Blattern abgeimpft; die Keimzahlen (fiir etwa 5 mg Blattmasse) 
betrugen 360 und 160 fiir die erste und 48 und 26 fiir die zweite Pflanze. Die ab- 
geimpften Blitter wurden an den Pflanzen belassen. Nach 5 Tagen zeigten die 
meisten Blatter beider Pflanzen deutliche Schiden, am wenigsten die oberen 
Blatter. Abimpfen von je 2 oberen Blattern ergab die Keimzahlen 0 und 2 fiir die 
erste Pflanze sowie 0 und 1 fiir die zweite Pflanze. In den starker geschadigten 
unteren Blattern betrug bei der ersten Pflanze die Keimzahl oo fiir Serratia, bei der 
zweiten Pflanze hatten sich fremde Keime ausgebreitet (hier war nur von je einem 
Blatt abgeimpft). Nochmaliges Abimpfen von den alten, ersten Impfstellen ergab 
nach 5 Tagen die Keimzahl co (Serratia) fiir beide Pflanzen. Spater begannen die 
mit Fensterwunden versehenen Blatter abzusterben; am 9.7.56 waren alle ver- 
trocknet. Abimpfen von unverletzt gelassenen Blattern ergab keine Serratia-Keime. 
Bald darauf starb die erste Pflanze ab, wahrend die zweite noch im folgenden Jahre 
lebte, aber Wachstumsstérungen aufwies. Es wurde aus dem Stengel abgeimpft 
(12. 4. 57), doch zeigten sich keine Serratia-Keime. — Auch dieser Versuch beweist 
also, daB Hcheveria eingesitte Serratia-Keime innerhalb einiger Tage fast restlos 
abtotet, doch kénnen sich die Keime an Wundflaichen oder in stairker geschadigten 
Blattern auch ausbreiten. Solche Blatter vertrocknen aber spater, und die Pflanze 
kann am Leben bleiben. 

SchlieBlich wurden noch einige erginzende Versuche mit den beiden Serratia- 
Stimmen in der Zeit der natiirlichen Ruhe der Hcheveria-Pflanzen, etwa Ende 
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Oktober bis Ende Dezember, ausgefiihrt. Jetzt wurde nur eine sehr viel geringere, 
mitunter auch gar keine Baktericidie des intakten Gewebes beobachtet, doch trat 
sie immer noch in einigen Fallen sehr deutlich zu Tage. An Wundflachen entwickelten 
sich die Keime; der Saft schien klar baktericid zu sein (nur je 1 Versuch mit den 
beiden Stémmen). Gleichzeitig fiel auf, daB die infiltrierten Blatter jetzt das 
Infiltrationswasser viel langsamer aufsaugten als zu den iibrigen Jahreszeiten, 
jedenfalls wegen des physiologischen Ruhezustandes; mitunter waren einige Tage 
dazu erforderlich (vor allem bei Aufbewahrung der Blatter im Laboratorium, 
weniger im helleren Gewachshaus). Diese Tatsache macht wohl das fehlende oder 
verspaitete Absterben der eingesiten Keime verstandlich; sie wurde tibrigens in 
derselben Weise auch an Sedum beobachtet (vgl. S. 112). Wenn die Blatter aber das 
Infiltrationswasser aufgesogen hatten, starben die Keime, wenn sie sich inzwischen 
nicht bereits zu stark vermehrt hatten, meist ab; wenigstens bei Sedum wurden 
dann selbst Keimzahlen von 0 
beobachtet. Vermutlich ist 
also entscheidend, ob eine von 
den Blattern abgegebene bak- 
tericide Substanz vom Infil- 


750 


trationswasserverdtinnt wird & Hy 
oder nicht; im ersten Fall & 
vermehren sich die Keime, 8 
im zweiten sterben sie ab. “ sy 


Es erweckt also nicht den 
Hindruck, daB die Bakteri- 
ceidie der Blatter wahrend 


der Ruhezeit zurtickgeht, 0 m7 7, ? 6 Sd 0 
sondern die verwendete 


Abb. 3. Infiltrationsversuche von Hcheveria mit Aéro- 


Methodik erfordert offenbar bacter (*) bzw. Pseudomonas (c) vom 25. 6. 57 bzw. 
in aktivem Zustand befind- 13.10.55. Jeder Kurvenpunkt entspricht dem Mittel 
liche Blatter. der Keimzahlen aus je 2 Blattern 


Als weitere Testkeime wurden noch Aérobacter aerogenes und Pseudo- 
monas fluorescens untersucht. Das Ergebnis (vgl. Abb.3) war wiederum 
ahnlich wie bei Bact. ozaenae und Serratia. Im intakten Blattgewebe 
zeigte sich meist zundchst ein sehr starker Abfall der Keimzahl auf Null 
oder doch nur wenige Keime, dem aber nach 6 Tagen ein erneuter Anstieg 
folgen konnte, der allerdings nicht in allen Blattern beobachtet wurde 
(3 Versuche mit Aérobacter, 2 mit Pseudomonas). Gelegentlich war auch 
bei Aérobacter der anfangliche Riickgang der Keimzahl weniger drastisch, 
jedoch war er stets deutlich. An alten Impfstellen, also Wundflachen, 
breiteten sich beide Keime aus. Im Zellsaft von Echeveria starb Pseudo- 
monas stets ab (4 Versuche); Aérobacter starb in gleichfalls 4 Versuchen 
ab, wahrend er sich in einem weiteren Versuch tippig vermehrte. 

Die verschiedene Wirkung des Zellsaftes an verschiedenen Tagen 
auf die Testbakterien wurde also bei Bact. ozaenae, Serratia und Aéro- 
bacter beobachtet. Die Ursache dafiir kann ich nicht angeben. Um 
jahreszeitliche Einfliisse scheint es sich nicht zu handeln. Saft junger und 
alter Blatter verhielt sich in 2 Versuchen gleich, im einen Versuch 
fordernd, im anderen abtétend. 
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b) Versuche mit Sedum weinbergit Rose 

Nur wenige erginzende Versuche wurden mit einer weiteren Crassulacee, Sedum 
weinbergu, gemacht. 

Bact. ozaenae verhielt sich Sedum gegeniiber ebenso wie gegeniiber Echeveria, 
d. h. es starb im intakten Blattgewebe innerhalb von einem oder einigen Tagen ab 
(2 Versuche), wahrend es sich an Wundstellen ausbreitete. Von 3 Saftversuchen 
zeigte der eine Absterben der eingesaten Bakterien, zwei dagegen nach anfanglichem 
Riickgang einen spiteren starken Anstieg der Keimzahl. 

Mit den beiden Serratia-Stémmen sowie mit Aérobacter und Pseudomonas wurde 
nur je ein Infiltrationsversuch gemacht. Die Ergebnisse waren sehr ahnlich: zunachst 
stieg die Keimzahl 1—3 Tage an auf das 21/,- bis Vielfache der Einsaat, die einige 
Hundert oder auch iiber Tausend betrug. AnschlieBend fiel sie dann bei den meisten 
Blattern auf eine kleine Zahl, die von Null bis zu einigen Dutzend schwankte. 
Je ein Blatt mit Serratia Gottingen, 
Aérobacter und Pseudomonas wiesen 
nach 6 Tagen allerdings auch noch 
Keimzahlen von 115 bzw. etwa 3000 
und vielen Tausend auf. Nach 9 Tagen 
Keimzahl in etwa 5 mg Blattmasse nach Stunden wurden bei Pseudomonas Keimzahlen 
von 2 fiir das eine und 2000 fiir das 


Tabelle 3. Infiltration von Sedum mat 
Serratia marcescens Gottingen 
Versuch vom 16. 5. 56 


| 0 | 24 | 72 | 144 5 2 

zweite abgeimpfte Blatt erhalten. Im 
1. Platte 385 | 1000 1 0 ganzen war bei Aérobacter der Riick- 
2. Platte g00 | 1800 4 115 gang der Keimzahl in 3 und bei Pseu- 


domonas nur in 2 von je 4 abgeimpften 
Blattern festzustellen, bei den beiden 
Serratien dagegen in samtlichen je 
4 Blattern (vgl. Tab. 3). An Wund- 
flachen wuchsen alle Keime. Im PreBsaft war das Verhalten wieder uneinheitlich: 
Serratia wuchs meist (3 Versuche) nach anfanglichem voriibergehendem Riick- 
gang der Keimzahl; in einem Versuch starb sie ab. Aérobacter wuchs stets 
(2 Versuche) ; Pseudomonas starb in einem Versuch ab, in einem anderen wuchs sie. 

Es mége noch bemerkt werden, da8 in einigen weiteren Versuchen wahrend der 
Wintermonate (November bis Januar) mit den beiden Serratien sowie mit Pseudo- 
monas wiederum nur eine geringere oder keine klare Baktericidie des intakten 
Gewebes beobachtet werden konnte. Der Blattsaft schien gegen die beiden Serratien 
baktericid zu sein. Das Aufsaugen des Infiltrationswassers durch die Blatter erfolgte 
nur verzogert. Es scheinen also auch bei Sedwm wahrend der Ruhe der Pflanzen 
dieselben Verhaltnisse vorzuliegen wie bei Echeveria (vgl. S. 111). 

Im ganzen genommen verhalten sich die Bakterien also gegeniiber Sedum ganz 
ahnlich wie gegeniiber Hcheveria, nur erfolgt das Absterben der Keime mitunter 
langsamer und auch weniger vollstindig als bei Hcheveria. Allerdings habe ich 
auch gelegentlich bei Echeveria einen anfanglichen voriibergehenden Anstieg der 
Keimzahl im Infiltrationsversuch beobachtet. Die scheinbar schwachere baktericide 
Wirksamkeit von Sedum hangt vielleicht auch mit der gréBeren Empfindlichkeit 
dieser Art zusammen, die sich auch in bald eintretenden Verfarbungen der Blatter 
nach der Infiltration auBert und die Art als Versuchspflanze weniger geeignet 
erscheinen laBt. 


Jede Platte entspricht der Abimpfung 
von je einem Blatt. 


c) Versuche mit Aloé arborescens Mill. 
Wiahrend die baktericide Wirkung des intakten Gewebes von Echeveria 
und anscheinend auch Sedum sich auf alle untersuchten Bakterienarten 
erstreckte, scheint dies bei Aloé anders zu sein. Gegentiber Aérobacter lieB 
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sich tiberhaupt keine baktericide Wirkung von seiten des Aloé-Blattes 
erkennen, und zwar weder vom griinen, unter der Epidermis liegenden 
Chlorenchym (4 Versuche) noch vom farblosen Wassergewebe des Blatt- 
innern, das getrennt untersucht wurde (3 Versuche). An Wundflachen 
von Chlorenchym und von Wassergewebe breitete sich das Bakterium 
aus. Der Zellsaft des Wassergewebes wirkte als Nahrboden (2 Versuche) 
wie tbrigens gegeniiber allen hier untersuchten Bakterienarten, der des 
Chlorenchyms mitunter ebenfalls als Nahrboden (2 Versuche), mitunter 
abtétend (2 Versuche). 


Tabelle 4. Infiltration von Aloé-Blattern mit Pseudomonas fluorescens (1:500) 
Versuch vom 9. 5. 57 


Keimzahl in etwa 5 mg Blattmasse nach Stunden 


0 25 48 97 

Chlorenchym 1. Platte 850 6 335 1 
2. Platte einige 

Tausend 3 51 | 49 

Wassergewebe 1. Platte 55 0 1 0 

2. Platte 22 0 0 0 


Jede Platte entspricht der Abimpfung von je einem Blattstitick. 


Gerade umgekehrt verhielt sich Pseudomonas. Im intakten Blatt- 
gewebe starb sie mehr oder minder schnell ab, sowohl im Chlorenchym 
(4 Versuche) als auch im Wassergewebe (3 Versuche). An Wundflichen 
von Wassergewebe vermehrten oder hielten sich doch die Keime, an 
solchen von Chlorenchym war das teils ebenso, teils schienen auch 
Keime abzusterben. Der Zellsaft des Wassergewebes wirkte wieder als 
Nahrboden (2 Versuche), der des Chlorenchyms wieder uneinheitlich, 
meist (4 Versuche) als Nahrboden, seltener (1 Versuch) abtétend. 

Die tibrigen untersuchten Keime nahmen im Vergleich zu den beiden 
genannten Bakterienarten eine Mittelstellung ein. Kine wirklich klare 
baktericide Wirkung des Chlorenchyms war auf die Keime niemals 
za erkennen (im ganzen 11 Versuche), allerdings zeigte sich auch keine 
wesentliche Vermehrung der Keimzahl. (Dasselbe galt meist auch fiir 
Aérobacter, doch wurden bei ihm und tbrigens auch bei Bact. ozaenae 
gelegentliche Ausnahmen von dieser Regel beobachtet.) Das intakte 
Wassergewebe dagegen wirkte mehr oder minder deutlich baktericid. 
Nur ein Versuch mit Serratia marcescens Gottingen zeigte diese Wirksam- 
keit ausnahmsweise nicht; ihm stehen aber 2 positiv verlaufene mit 
demselben Stamm gegeniiber. In den 6 Versuchen mit Serratia Greifs- 
wald (vgl. Abb.4) und Bact. ozaenae war die anfangliche Abnahme der 
Keimzahl immer deutlich; meist folgte ihr ein spiterer Anstieg. — An 


Keimzah/ 
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Wundflichen von Chlorenchym und Wassergewebe vermégen sich die 
3 Bakterienstimme auszubreiten (vereinzelt wurde allerdings auch ein 
Riickgang der Keimzahl beobachtet). Im Saft von Wassergewebe wachsen 
alle; im Saft von Chlorenchym vermehren sich die beiden Serratien 
(7 Versuche), wahrend Bact. ozaenae innerhalb einiger Stunden abstarb 

(2 Versuche). 
Es ist bei diesen 3 Keimen auffallend, daB sie im intakten Wasser- 
gewebe von Aloé absterben, wahrend fiir das Chlorenchym keine 
baktericide, h6dchstens vielleicht eine 


a bakteriostatische Wirksamkeit zu_ er- 
kennen ist. 
50 
d) Versuche mit Iris hybrida 
» Lenzschnee“ 
oe Mit Gartenschwertlilien und Bact. 
ozaenae hatte ich bereits frither (1939) 
70 Versuche gemacht. Im intakten Blatt- 
gewebe begannen die Keime sofort oder 
nach einem Tag abzusterben und waren 
o ae Y8 72 Std 


nach 4 Tagen so gut wie restlos abgetétet, 
Abb. 4. Infiltrationsversuch von <Aloé- “ . . = * 
Wassergewebe mit Serratia marcescens wahrend sie sich an Wundflachen oder im 
Greifswald vom 27.3.57. JederKurven- PreBsaft der Blatter vermehrten. In der 
punkt entspricht dem Mittel der : . - - 
Keimzahlen aus je 2 Blattsticken | VOTliegenden Arbeit habe ich die Versuche 
mit Bact. ozaenae nicht mehr wiederholt. 
Von den jetzt untersuchten Bakterienarten zeigten Aérobacter (vgl. 
Abb.5), Pseudomonas und Serratia marcescens Stamm Gottingen ein 
weitgehend iibereinstimmendes Verhalten. Bei Infiltration in das intakte 


Blattgewebe erfolgt, nach voriibergehendem Anstieg, ein Riickgang der 


Tabelle 5. Infiltration von Iris- Blattern mit Pseudomonas (1: 1000) 
Versuch vom 29. 9. 55 


Keimzahl in etwa 5 mg Blattmasse nach Stunden 


0 | 25 48 | 96 | 144 
1. Platte | 860 | ~2200 | ~1200 | ~1250 | 219 
2. Platte | 830] ~1750 | ~1750 265 81 


Jede Platte entspricht der Abimpfung von einem Blattstiick. — Bei den Ab- 
impfungen nach 144 Std befanden sich in den Platten auBer den Bakterienkolonien 
einzelne steril gebliebene Gewebereste von Iris. 


Keimzahl bis unter die Hinsaat (7 Versuche mit Aérobacter, 5 mit 
Pseudomonas, 5 mit Serratia Gottingen). 

Lediglich, wenn die Blattstiicke sehr feucht gehalten wurden (die 
Petrischale mit den Blattstticken war nochmals in einen mit Wasser 
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gefiillten Exsiccator gestellt worden), war bei starken Schwankungen 
kein klarer Riickgang der Keimzahl zu erkennen (je ein weiterer Versuch 
mit Aérobacter und Pseudomonas). Bei Serratia ist die baktericide 
Wirkung vielleicht etwas geringer als bei den beiden anderen Arten; 
jedenfalls trat dort in einem Versuch nur ein schwacherer Riickgang der 
Keimzahl ohne Unterschreitung der Einsaat auf. Gelegentlich wurden 
in den Jris-Blattern etwa eine Woche nach der Infiltration mit Serratia 
auch dunkle oder rétlich-braune Stellen beobachtet, die beim Abimpfen 
die Keimzahl coergaben. 
Offensichtlich hatte sich 
Serratia hier wenigstens 
lokal ausgebreitet. An 
Wundflachen vermehr- 
ten oder hielten sich 
alle Keime (von je einer 
vereinzelten Ausnahme 
bei Pseudomonas und 
Serratia abgesehen). Im 
PreBsaft der Blatter trat 
stets Vermehrung ein 
(im ganzen 11 Versuche; 
nur einmal, bei Serra- 
tia, wurde ein schnell 
vortibergehender anfanglicher Riickgang der Keimzahl beobachtet). 

Durchaus abweichend verhielt sich auffallenderweise der andere, 
Greifswalder, Serratia-Stamm im intakten Gewebe. Es kam zu einem 
schnellen Anstieg der Keimzahl, die bei der Einsaat etwa um 500 betragen 
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Abb. 5. Infiltrationsversuch von Jris-Blittern mit 
Aérobacter aérogenes vom 28. 5. 57. Jeder Kurven- 
punkt entspricht dem Mittel aus 2 Abimpfungen 


Tabelle 6. Infiltration von Iris-Blattern mit Serratia marcescens (1:1000) 
Versuch vom 5. 6. 57 


Keimzahl in etwa 5 mg Blattmasse nach Stunden 


0 25 72 144 
Stamm Gottingen 1. Platte 460 460 500 13 
2. Platte 350 2'70 650 157 
Stamm Greifswald 1. Platte ~550 einige | mehrere | mehrere 
Tausend | Tausend | Tausend 
2. Platte ~6500 einige | mehrere | mehrere 
Tausend | Tausend | Tausend 


hatte, auf mehrere oder viele Tausend im Laufe einiger Tage (4 Versuche). 
Baktericide oder auch nur bakteriostatische Wirkungen des Blattgewebes 
waren nicht erkennbar; es verhielt sich vielmehr wie ein Naihrboden. An 
Wundflachen und im Zellsaft trat ebenfalls Vermehrung der Keime ein. 
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ce) Versuche mit Kartoffelknollen 


Zum Vergleich mit den Blattern wurden auch einige Versuche mit 
Knollengewebe von Kartoffeln (Sorte Olympia) gemacht. Da die Inter- 
cellularen der Knollen nur eng sind, erfolgt die Infiltration mit den 
Bakterien offensichtlich recht ungleichmafig. Die Streuung der Keimzahl 
ist daher mitunter recht groB. 

Allgemein zeigte sich in so gut wie samtlichen Versuchen zuerst eine 
Zunahme der Keimzahl gegeniiber der Hinsaat. Bei Aérobacter folgte 
darauf wieder eine deutliche Abnahme (3 iibereinstimmende Versuche, 

vgl. Tab. 7). Pseudomonas 


Tabelle 7. Infiltration von Knollengewebe der zeigte eine klare Abnahme 
Kartoffel mit Aérobacter (1:50) in 2, eine geringere Abnahme 
Versuch vom 15. 2. 56 auf etwa die Halfte des 

Keimzahl in etwa 5 mg Gewebemasse Maximums in 1 und eine 

pach te dauernde Zunahme in 1 

0 | ce ae |_ 6 9 weiteren Versuch. Bei Bact. 


1. Platte | 30 | 240 | 580 | 17 | 3 ozaenae (2 Versuche) und 
2. Platte | 79 | 78 73) s8eyt den beiden Serratien (je 
3 Versuche) war bei erheb- 
lichen Schwankungen keine klare spaétere Abnahme der Keimzahl zu 
erkennen, wohl aber war der anfiangliche Anstieg deutlich. 
An Wundflachen und im Prefsaft der Kartoffel vermehrten sich alle 
genannten Bakterienarten tippig. 


Es mége noch erwahnt werden, daB bei dem einen Versuch mit Pseudomonas, der 
dauernden Anstieg der Keimzahl zeigte, und den beiden Versuchen mit Bact. 
ozaenae die Petrischalen mit den Kartoffelstiicken nicht wie sonst auf dem 
Labortisch standen, sondern in eine dunkle feuchte Kammer gestellt worden waren. 
Es ist vielleicht nicht ausgeschlossen, da8 hier die giinstigeren Lebensbedingungen 
die Vermehrung oder Erhaltung der Keime geférdert haben und da Bact. ozaenae 
unter weniger giinstigen Bedingungen im Blatt schlieBlich gréBtenteils abgestorben 
wire. Andererseits ist es aber auch klar, daB das Absterben von Aérobacter und 
Pseudomonas sowie die in den Versuchen vielfach deutlich zu Tage tretende Begren- 
zung der Ausbreitung bei Bact. ozaenae und den beiden Serratien nicht einzig 
auf zu groBer Trockenheit in den Versuchen beruht hat. Das zeigen folgende 
Beobachtungen: 

1. Kartoffelstiickchen mit alten Impfwunden waren stets trockener als Gewebe, 
von dem noch nicht abgeimpft worden war. Trotzdem brachte Abimpfen von alten 
Impfstellen Keimzahlen von co bei simtlichen untersuchten Bakterienarten. In 
2 Versuchen war die nach 6 Tagen aus einer alten Impfstelle ausgekratzte Substanz 
sogar pulverartig trocken, und doch ergaben sich Keimzahlen von vielen Tausend 
fiir Aérobacter und oo fiir Serratia (Gottingen). Wahrend der Versuchszeit bildete 
sich an den Gewebestiickchen auch Periderm. Wurde von diesem, das als AbschluB- 
gewebe doch wahrscheinlich am trockensten sein miiBte, ein wenig auf einer Agar- 
platte ausgestrichen, so ergaben sich wiederum Keimzahlen von oo (2 Versuche mit 
Pseudomonas und Serratia Greifswald). 

2. Mitunter wurde nach Abschlu8 des eigentlichen Versuches das restliche 
Kartoffelzewebe im Mérser zu Brei zerrieben und in ein Reagensglas gefiillt. Von 
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diesem Brei wurden sofort sowie nach einem Tag etwa 5 mg ausgestrichen. Von 
10 Versuchen mit den beiden Serratien, Aérobacter und Pseudomonas ergaben 9 einen 
Anstieg der Keimzahl, meist auf oo; nur in einem Versuch mit Pseudomonas ergab 
sich eine Senkung. Im allgemeinen steht also den Bakterien in den Versuchen bis 
zum Ende die ausreichende Feuchtigkeit zur Verfiigung, obwohl, wie Wagungen 


zeigten, ein gewisser Wasserverlust in den Knollenstiickchen eingetreten war. 


Im ganzen ergibt sich, daB die baktericide Wirkung der Kartoffel- 
stiickchen nur ziemlich gering war, geringer als bei den untersuchten | 
Blattern. Nur gegentiber Aérobacter war sie in etwa deutlich. 


C. Auswertung der Versuche 


Zur besseren Ubersicht sind die Ergebnisse aller Versuche in Tab.8 
zusammengestellt worden. In diese Tabelle sind auch die friitheren Ver- 
suche (1939) mit Iris und Bact. ozaenae mit aufgenommen worden. 


Tabelle 8. Absterben eingesdter Bakterien in verschiedenen Substraten 


Serratia marcescens 


(Bact. prodigiosum) Bacterium Aerobacter monas 
ozaenae aerogenes fluores- 
St. Gott. St. Greifsw. cens 
Echeveria Saft + (+) (4) (+) alls 
glauca Wunde — — = = me 
Gewebe |+,dann— |+,dann— |+,dann L, dann |_,dann 
Sedum Saft (+) (+) (+) a (+4) 
weinb. Wunde — = a ier a 
Gewebe |—,dann-+ |—,dann-+ + —,dann(-++)]—, dann(-+) 
Aloéarb. Saft = ~~ + (+) (4) 
Chloren- Wunde —_ = = = (+4) 
chym Gewebe -- — — =z ae 
Aloé arb. Saft _ = = = = 
Wasser- Wunde _ Ss = Sa a 
gewebe Gewebe (+) + (+) ae ale 
Iris Saft — 2 iat = = 
hybrida Wunde = = = = Ss 
Gewebe |—, dann(-+-) — f-4 ,dann(-++)|—, dann(-+) 
Kartoffel Saft = = Ld * af 
(Knolle) Wunde — = = = 1 
Gewebe — — —,dann(-++)|-, dann(++)? 


-_ Absterben aller oder doch der weit tiberwiegenden Mehrzahl der Keime in 
einigen Tagen. 
(+) Geringere Abnahme der Keimzahl oder starke Abnahme nur in einem Teil 
der Versuche. 
— Erhaltenbleiben oder Vermehrung der Keime. 

1 Andere Jris-Sorte, daher mit den iikrigen Jris-Versuchen nicht streng ver- 
gleichbar. Aus SODING (1939). 
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Aus dieser Zusammenstellung lassen sich nun eine Reihe von Schlissen 
ableiten. 

{. An Wundflachen von Blattern und von Kartoffelgewebe vermehren 
sich die verwendeten Testbakterien fast immer, jedenfalls weil ihnen aus 
angeschnittenen oder geschadigten Zellen reichlich Nahrstoffe zur Ver- 
fiigung stehen. Nur in ganz vereinzelten Versuchen, vor allem bei der 
Kombination Aloé-Chlorenchym/Pseudomonas, war ein Riickgang der 
Keimzahl festzustellen, aber auch bei der genannten Kombination nicht 
in allen Fallen. 

2. In den Prefsaiften von Kartoffel, Jris und Aloé-Wassergewebe 
erfolgt gleichfalls allgemein eine uppige Vermehrung der Testkeime. Der 
PreBsaft der beiden Crassulaceen Echeveria und Sedum und der von 
Aloé-Chlorenchym wirkt dagegen uneinheitlich, teils als Nahrboden, teils 
auch abtétend; selbst gegeniiber demselben Testbakterium ist die 
Wirkung nicht immer gleich. Offensichtlich haben diese PreBsafte sowohl 
Nahr- als auch Giftstoffe fiir die Bakterien (hier liegt es nahe, unter 
anderem an die stark saure Reaktion des Zellsaftes und an den Gerbstoff- 
gehalt der subepidermalen Mesophyllzellen der Crassulaceen zu denken), 
und die resultierende Wirkung hingt vermutlich von den ,,Neben- 
bedingungen‘ des Versuches ab, vielleicht dem jeweiligen Zustand der 
Pflanze, méglicherweise auch dem der verwendeten Testbakterien. Mit- 
unter beobachtet man auch erst einen voriibergehenden Riickgang der 
Keimzahl, dem dann eine starke Vermehrung der Testkeime folgt (vgl. 
auch S. 111). 

8. Bei Infiltration in intaktes Blattgewebe findet in den meisten 
Fallen (regelmaBig bei Hcheveria und Sedum, meist bei Iris und Aloé- 
Wassergewebe, seltener bei Aloé-Chlorenchym) ein Absterben der ein- 
gesiiten Keime statt, das schneller (Hcheveria, Aloé) oder langsamer 
(Sedum, Iris) erfolgen kann. — Ob die beobachteten Ausnahmen etwa 
darauf beruhen, da8 in den Versuchen aus methodischen Griinden eine 
unphysiologisch hohe Zahl von Bakterien in die Blatter infiltriert wurde 
im Gegensatz zu einer natiirlichen Infektion, laBt sich einstweilen noch 
nicht sagen. 

4. Die Baktericidie des intakten Blattgewebes geht jedenfalls nicht 
auf Baktericidie des Zellsaftes zuriick. —- Die Annahme, daB das Abster- 
ben der Bakterien in den Versuchen auf giftigen Zellinhaltsstoffen beruhen 
konnte, z.B. dem Gerbstoff bei Hcheveria, liegt vielleicht auf den ersten 
Blick nahe, ist aber kaum allgemein zutreffend. Schon die Tab.8 zeigt, 
daB die Bakterien mitunter im Zellsaft der Blatter wachsen, aber im 
intakten Gewebe absterben, z.B. bei Iris und im Aloé-Wassergewebe, 
oder auch umgekehrt, wie z. B. in den spiiteren Stadien der Versuche mit 
Echeveria oder bei der Kombination Aloé-Chlorenchym Bact. ozaenae. 
Das Absterben der Bakterien hat also vielfach nichts mit Giftigkeit des 
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Zellsaftes zu tun. Der Gerbstoff der Echeveria schlieBlich ist, wie die 
anatomische Untersuchung zeigt, auf die subepidermale Zellschicht des 
Blattes und sehr vereinzelte Gerbstoffzellen im Blattinnern beschrankt. 
Die weitaus tiberwiegende Zahl der Mesophyllzellen hat tiberhaupt 
keinen Gerbstoff, und doch sterben eingesite Keime offensichtlich im 
ganzen Blatt ab. Das deutet ebenfalls darauf hin, daB nicht der Gerb- 
stoffgehalt einzelner Zellen die Ursache fiir das Absterben der Bakterien 
ist, sondern ein anderer Faktor oder Faktorenkomplex, der allen Zellen 
zukommen muB. (Andererseits ist es vielleicht doch nicht ausgeschlossen, 
daB bei Infiltration der Blatter auch ein wenig Gerbstoff aus den Gerb- 
stoffzellen austritt, sich im Infiltrationswasser verteilt und an dem 
beobachteten baktericiden Effekt mitbeteiligt ist.) 

Eine weitere Uberlegung deutet in dieselbe Richtung. Von 25 gepriiften Kombi- 
nationen Blattgewebe-Bakterium lieB sich in 19 Fallen ein baktericider Effekt des 
intakten Gewebes beobachten. Das legt die Vermutung nahe, daf die restlichen 6 
bisher noch negativ verlaufenen Fille bei einer Verbesserung der Methodik wohl 
auch noch eine positive Wirkung zeigen kénnten. Auch die Tatsache, daB es im 
Aloé-Chlorenchym, auch wenn eine ausgesprochen baktericide Wirksamkeit nicht 
zu Tage tritt, doch meist keineswegs zu einer schrankenlosen Vermehrung der 
Bakterien kommt, weist vielleicht in dieselbe Richtung. Wenn dieses Ergebnis noch 


weiter verallgemeinert werden kénnte, so ergabe sich eine Baktericidie des Mesophylls 
aller Blatter, also nicht nur der Arten mit giftigen Inhaltsbestandteilen. 


Da8 in den Blattern vieler Pflanzenarten die verschiedensten Giftstoffe 
als Zellinhaltsstoffe vorkommen, ist in sehr vielen chemischen, pharma- 
zeutischen und biologischen Arbeiten gezeigt worden. Nach dem vorhin 
Gesagten mu es aber als sehr zweifelhaft erscheinen, ob diese Stoffe 
tiberhaupt etwas zu tun haben mit der Fragestellung dieser Arbeit, 
nadmlich der Ursache des Absterbens von Bakterien in Blattintercellularen 
(vgl. auch 8S. 128). 

Im ganzen ergibt sich also, daB in den Mesophylizellen ein baktericider 
Faktor oder Faktorenkomplex wahrscheinlich weit, wenn nicht sogar 
allgemein, verbreitet ist, der jedenfalls nicht an die gleichzeitige Anwesen- 
heit von giftigem Zellsaft gebunden ist. 

5. Mit dem Chlorophyllgehalt der Blatter hat dieser Faktor offenbar 
nichts zu tun, da er auch im chlorophyllfreien Aloé-Wassergewebe vor- 
handen ist. 

6. SchlieBlich zeigen sich noch einige Besonderheiten der untersuchten 
Pflanzenarten, die die verschiedenen Testkeime ziemlich gleichmafig 
betreffen. So tétet Hcheveria die eingesiten Bakterien meist ziemlich 
schnell, etwa in 2—3 Tagen, ab; Aloé-Wassergewebe und, soweit bak- 
tericid, auch das Chlorenchym, , arbeiten“ vielleicht noch etwas schneller. 
Bei Sedum und Iris geht der Phase des Absterbens der Keime erst noch 
eine voriibergehende Vermehrung voraus; das darauf folgende Absterben 
ist vielfach, allerdings nicht immer, weniger vollstandig als bei Hcheveria 


Arch. Mikrobiol., Bd. 34 9 


120 Hans SOpING: 


und Aloé. Der baktericide Faktor braucht bei Iris und Sedum also mehr 
Zeit, um zur Geltung zu kommen, vielleicht weil er dort schwacher ist, 
vielleicht auch, weil dort die Aufnahme des Infiltrationswassers lang- 
samer erfolgt und ein baktericider Stoff langere Zeit verdiinnt ist. Aber 
auch bei Aloé-Wassergewebe und vor allem bei Echeveria sterben nicht 
immer alle Keime ab, sondern einige wenige kénnen erhalten bleiben. 
Von ihnen aus erfolgt dann nachtraglich oft eine erneute Ausbreitung 
der Keime. Bei Echeveria ist ein solches Verhalten sogar die Regel; bei 
gleichzeitiger Ausbreitung der Keime sterben die Echeveria-Blatter 
schlieBlich unter Dunkelverfarbung ab. Auch an Jris-Blattern, die mit 
Serratia-Gottingen infiltriert worden waren, habe ich mitunter den 
nachtraglichen Anstieg der Keimzahl auf oo und in einzelnen Versuchen 
auch die Bildung dunkler, zum Teil auch roter Flecke beobachtet (vgl. 
auch §. 123 ff.). 

Im Knollengewebe der Kartoffel ist die baktericide Wirkung geringer 
als in den Blattern, fehlt aber doch nicht ganz, z.B. gegentiber Aérobacter. 
Es zeigt sich in den Versuchen auch eine gewisse Begrenzung der Ver- 
mehrung der beiden Serratien und von Bact. ozaenae. Es sei dahingestellt, 
ob diese etwa auf mangelnde Abgabe von Nahrstoffen aus dem Knollen- 
gewebe beruht. 

7. Weiter zeigen sich noch Besonderheiten in der Resistenz der 
Testkeime gegeniiber den Blattern. Pseudomonas ist verhaltnismaBig 
empfindlich, Serratia-Greifswald ziemlich resistent. Auffallend ist auch 
das verschiedene Verhalten der beiden Serratia-Stimme gegeniiber Iris. 
Nur der Géttinger Stamm wird abgetdtet. In diesem Zusammenhang 
mag auch noch darauf verwiesen werden, da® ich in friiheren Versuchen 
(1939) mit einem anderen Serratia-Stamm nicht nur Resistenz gegentiber 
Iris, sondern sogar gegeniiber Hcheveria beobachtet habe. — Mit der 
Beweglichkeit der Keime hat die Resistenz, im Gegensatz zu einer friiher 
(1939) geiiuBerten Vermutung, offenbar nichts zu tun (Bact. ozaenae und 
Aérobacter sind unbeweglich, die tibrigen beweglich). 

Als Gesamtergebnis stellt sich also die weite, wenn nicht allgemeine 
Verbreitung eines baktericiden Faktors im intakten Blattgewebe heraus. 
Der Faktor wirkt aber in den verschiedenen Pflanzenarten und selbst in 
den verschiedenen Geweben derselben Art (Aloé) in deutlich verschiedener 
Starke. Auch erstreckt sich die Wirkung nicht gleichmafig auf alle 
Bakterienarten. 

Es fragt sich nun, worin der bactericide Faktor besteht. 

Zuniichst priifte ich die Vermutung, daB die Bakterien vielleicht in 
den Blattern vertrockneten. Bact. ozaenae z. B. ertragt kein vollstandiges 
Eintrocknen (Verfasser 1939). Aber trotzdem machen verschiedene Tat- 
sachen die genannte Annahme unméglich. Gegen Ende der Versuche, wo 
die Trockenheit am gréBten sein muB, breiten sich die Keime, auch 
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Bact. ozaenae, mitunter gerade aus; dasselbe ist fast stets an offenen 
Wundflachen der Fall, die doch trockener sein miissen als das an die 
feuchte Intercellularenluft grenzende intakte Blattgewebe, in dem die 
Keime vielfach absterben. Auch gibt es Falle, z.B. bei Aloé und Iris, wo 
nur das intakte Gewebe, aber nicht der PreBsaft der Zellen bactericid 
wirkt. In beiden Fallen miissen die Keime, wenn Vermehrung stattfinden 
soll, den osmotischen Sog (die ,,Saugkraft‘‘) des Mediums iiberwinden. 
Derjenige des PreBsaftes entspricht nun dem osmotischen Wert des 
Zellinhaltes, derjenige des intakten Gewebes bekanntlich demselben 
Wert vermindert um den Wanddruck, ist also kleiner. Es ist daher 
offensichtlich unméglich, anzunehmen, da die Bakterien im osmotisch 
schwacher wirksamen Medium vertrocknen, wahrend sie sich im starker 
wirksamen tippig vermehren. — Zu demselben Ergebnis war ich bereits 
oben bei Besprechung der Kartoffelversuche gekommen. 

Weiter konnte man vielleicht anfiihren, da den Bakterien im intakten 
Gewebe keine Nahrstoffe zur Verfiigung staénden, daB das aber jedenfalls 
nicht immer zutrifft, zeigen solche Falle (Iris, Sedum), wo dem Absterben 
der Keime erst eine Vermehrung vorausgeht. Es ist vielleicht nicht 
ausgeschlossen, daB der spitere starke Anstieg der Keimzahl in Eche- 
veria-Blattern mit einer Schadigung der Zellen und darauf beruhender 
erhoéhter Exosmose von Niahrstoffen zusammenhingt. Eine solche 
Schadigung der Zellen kénnte sehr wohl infolge der Versuchsbedingungen 
(Infiltration, Infektion, langerer Aufenthalt im Labor) eintreten. Das 
plétzliche Absterben der Keime gleich nach der Einsaat bei Echeveria 
und Aloé kann aber offensichtlich nicht auf Verhungern beruhen, denn 
die (im einzelnen in der Arbeit nicht berichtete) stets gleichzeitig mit dem 
Versuch durchgefiihrte Kontrolle der Keimzahl der betreffenden Infil- 
trationssuspensionen zeigt nichts davon. Ubrigens zeigt sich auch bei 
Tris and Sedum wohl ein Absterben der Keime im Blatt, aber nicht in der 
Infiltrationssuspension. Es handelt sich also auch da kaum um ein 
Verhungern. 

Zusammenfassend ergibt sich also, daB Vertrocknen oder Verhungern 
nicht die Ursache fiir das Absterben der Bakterien im unverletzten 
Blattgewebe sein kénnen, obwohl es vielleicht nicht unméglich ist, da 
die Beschrankung der Nahrstoff- und Wasseraufnahme aus dem intakten 
Gewebe auch einmal auf die Vermehrung der Bakterien beschrankend 
wirkt. Ein bakteriostatischer Effekt kénnte unter bestimmten Um- 
stainden so vielleicht zustande kommen, aber jedenfalls keine schnell 
eintretende bactericide Wirkung, wie sie etwa Hcheveria und Aloé 
zeigen. 

Da nun weder Wasser- noch Nahrstoffmangel als Ursache der bacteri- 
ciden Wirkung in Betracht kommen, vermutete ich eine Abgabe bacteri- 
cider Stoffe aus den intakten Gewebezellen in die Intercellularen, Daf 
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es sich dabei nicht um einen einfachen Austritt giftiger Inhaltsstoffe des 
Zellsaftes handelt, wurde schon oben gesagt (vgl. 8.118). Es miiBte also 
eine Absonderung bakterientétender Stoffe in die Intercellularen erfolgen. 
Vermutlich werden diese Stoffe auch artverschieden sein und auf die 
einzelnen Bakterienarten wiederum verschieden stark einwirken. Das 
miiBte dann ein Mosaik stirkerer und schwacherer bzw. fehlender 
Wirkungen ergeben, wie das auch die Tab.8 zeigt. Die Annahme einer 


Abb. 6. Infiltrationswasser, das aus einem Echeveria-Blatt nach 51/, Std wieder abzentrifugiert worden 

war und mit Bact. ozaenae beimpft wurde. Versuch vom 24. 9.57. Oben: Das zu dem Versuch ver- 

wandte doppelt dest. Wasser. Unten: Infiltrationswasser aus dem Blatt. Zu den angegebenen Zeiten 

wurden je 2 mg der betreffenden Fliissigkeiten auf eine Agarplatte ausgestrichen. Im dest. Wasser 

bleibt die Keimzahl erhalten, im Infiltrationswasser stirbt das Bakterium ab. Das Wasser ist also erst 

durch den Aufenthalt im Blatt baktericid geworden; die Blattzellen haben also baktericide Stoffe 
abgegeben 


solchen chemischen Wirkung durch Absonderung bactericider Stoffe in 
die Intercellularen scheint mir nun die ungezwungenste Erklarung meiner 
Versuche zu sein, jedoch ist fiir den sicheren Beweis offensichtlich ein 
weit gréBeres Versuchsmaterial erforderlich. Ich méchte die Annahme 
also zunachst als Arbeitshypothese betrachten. Ist sie richtig, so ist die 
in der Kinleitung aufgeworfene Frage nach der Existenz einer Schutz- 
einrichtung der Blatter gegen eine bakterielle Infektion in positivem 
Sinne entschieden. Die Bildung dieser bactericiden Stoffe ware jedenfalls 
fiir die Blatter, die ja standig einer bakteriellen Infektion ausgesetzt sind, 
biologisch bedeutungsvoll, und es ware dann auch verstandlich, daB die 
Blatter diese Stoffe in reicherem MaBe bilden als etwa die Kartoffelknolle, 
die durch die geschlossene Korkhaut gut gegen eine Infektion geschiitzt ist. 
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Die erwahnte Annahme von der Abgabe bactericider Stoffe in die 
Blattintercellularen hatte ich schon friiher (1939) ausgesprochen. Ich 
hatte auch versucht, aus den Blattern solche Stoffe auszuwaschen. Es 
hatte sich damals gezeigt, da8 Wasser, das in die Blattintercellularen 
von Hcheveria infiltriert und nach etwa 6 Std wieder abzentrifugiert 
wird, bactericid wirkt auf Bact. ozaenae (1941). Offensichtlich haben also 
die Blatter bactericide Stoffe in die Intercellularen abgegeben. Ich habe 
diese Versuche inzwischen wiederholt und bestatigt (Abb. 6). Sie gelingen 
nur bei genauer Hinhaltung der in meiner friiheren Arbeit angegebenen 
Methodik (Evakuierung 8 min bei 12 mm Hg-Druck) und bei standiger 
Kontrolle des dabei verwendeten doppelt destillierten Wassers auf 
geringste etwa vorhandene Bactericidie (als Ausgangsmaterial fiir das 
aq. bid. war nur Regenwasser brauchbar). Auch bei Einhaltung aller 
Vorschriften tritt der Erfolg nur bei einem Teil der Blatter ein, weil 
offensichtlich neben den baktericiden Stoffen auch Nahrstoffe aus den 
Blattern ausgewaschen werden und bald die Giftwirkung, bald auch die 
Nahrwirkung tiberwiegt. Immerhin kann aber an der Existenz bacteri- 
cider auswaschbarer Stoffe bei Hcheverta wohl kaum ein Zweifel mehr 
bestehen. Wie bereits frither (1941) berichtet, wird der bactericide Stoff 
auch ohne bakterielle Einwirkung von den Blattern gebildet. Weitere 
Angaben iiber die zur Zeit noch laufenden Versuche mégen einer spateren 
Mitteilung vorbehalten sein. Der Nachweis dieses bactericiden Stoffes 
steht in gutem Einklang mit der vorhin gemachten Arbeitshypothese 
von der chemischen antibakteriellen Schutzeinrichtung der Blatter. 
Allerdings muB es einstweilen noch unentschieden bleiben, ob mit diesem 
Stoff tatsichlich ein allen Zellen zukommender antibakterieller Faktor 
der Echeveria gefaBt ist oder ob es sich etwa nur um ein wenig aus der 
subepidermalen Schicht ausgetretenen Gerbstoff handelt. 


D. Mikroskopische Untersuchungen 

Die physiologischen Versuche ergiinzte ich durch mikroskopische 
Beobachtungen. Ich beschrinkte mich dabei auf Echeveria-Blatter, die 
mit den beiden Serratien sowie mit Bact. ozaenae infiltriert worden 
waren. Die Ergebnisse mit den drei Bakterienstammen waren im wesent- 
lichen gleich. 

Zur Infiltration wurden die verhaltnismaBig starken Bakteriensuspensionen 
1:100 benutzt. Die infiltrierten Blatter standen wie tiblich in Petrischalen auf dem 
Labortisch. Die Untersuchung erfolgte am besten an nicht zu diinnen, ungefarbten 
Freihandschnitten. 

Allgemein waren in den ersten Tagen nach der Infiltration keine 
Bakterien in den Schnitten zu erkennen. Nach etwa 5—10 Tagen ver- 
firbte sich ein Teil der mit Serratia infiltrierten Blatter; bei Infiltration 
mit Bact. ozaenae dauerte es etwas linger. Die Blatter wurden braun bis 
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schwarz, mitunter auch zunachst rosaviolett-braun. Die mikroskopische 
Untersuchung zeigte, da diese Verfarbung nur auf einer Verfarbung der 
Gerbstoffzellen beruhte, die die ganze subepidermale Schicht des Blattes 
bilden und au8erdem noch in geringerer Zahl im Blattinnern in der 
Nachbarschaft der Nerven eingestreut sind. Diese Gerbstoffzellen 
nahmen eine gelb-braune, zuletzt schwarze Farbung an. Allgemein 
blieben die Blattzellen dabei turgescent, und die Chloroplasten behielten 
die normale Farbung. Allerdings lieBen sich wohl erhebliche Schadigungen 
des Chloroplastenapparates beobachten, doch traten diese ebenso auch 
an nicht dunkel verfarbten Blattern ein und fiihrten zu einem deutlichen 


Abb. 7 


Abb.7. Drei benachbarte, dicht mit Bakterien erfiillte Intercellularen aus dem Mesophyll eines vor 
13 Tagen mit Bact. ozaenae infiltrierten Echeveria-Blattes. Vergr. 275 x 


Abb.8. Bakterien in einer bauchig aufgetriebenen Intercellulare eines vor 10 Tagen mit Serratia 
marcescens St. Gottingen infiltrierten Echeveria-Blattes. Die Nachbarintercellulare ist bakterienfrei. 
Vergr. 275 Xx 


Aufhellen der Farbe dieser Blatter nach mehreren Tagen. Das zeigt, da 
die Blatter durch die Infiltration und den langeren Aufenthalt im Labor 
doch geschadigt werden. 

In den verfiarbten Blattern fanden sich nun dichte Bakterienmassen 
von Serratia bzw. Bact. ozaenae in einem Teil der Intercellularen, vor 
allem auch mitunter in der Nahe der zur Erleichterung der Infiltration 
angebrachten Fensterwunde. Die betreffenden Intercellularen waren 
meist dicht erfiillt von den Bakterien, selbst ausgebaucht (Abb.7 u. 8); 
gelegentlich lagen die Bakterien aber nur locker oder fillten die Inter- 
cellularen nur teilweise aus. Die bakterienerfiillten Intercellularen waren 
oft benachbart (Abb.7), so daB es den Hindruck erweckte, als ob die 
Bakterien sich von einer Stelle aus entwickelt und von da aus alle 
benachbarten Intercellularen angefiillt hatten (Bact. ozaenae). Serratia- 
Gottingen hatte sich dagegen wohl von recht zahlreichen Stellen aus im 
Blattinnern vermehrt, aber anscheinend nicht in den Intercellularen 
neben der subepidermalen Gerbstoffschicht. 

AuBerdem waren die Bakterien auch in den Zellen zu beobachten. Die 
Zellen waren dann entweder dicht oder auch lockerer mit den Bakterien 
erfiillt, doch lagen die Bakterien in den Zellen nicht so dicht wie in den 
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Intercellularen (Abb.9). Wiederum lagen die mit Bakterien erfiillten 
Zellen mitunter benachbart. Die Zellen bleiben anscheinend trotz der 
Bakterieninvasion zunachst am Leben und turgescent; jedenfalls wurde 
kein Anzeichen fiir Schwinden des Turgors beobachtet. Vermutlich 
erfolgt das Kindringen der Bakterien in die Zellen von den Intercellularen 
aus, sei es unter lokaler Lésung 
der Zellwande, sei es als Folge 
einer Verletzung der Zellwande 
durch bei der Infiltration ein- 
spritzendes Wasser. Zuletzt trat 
eine allgemeine Faulnis der 


fia aio 


Abb.9. Dasselbe Blatt wie Abb.8, ebenfalls 10 Tage nach der Infiltration. Drei Intercellularen sind 
dicht, aber nicht restlos von Serratia-Zoogléen ausgefiillt. Die mittlere und vor allem die unten links 
anstoBende Zelle sind dicht mit Bakterien erfiillt. In den beiden oberen Zellen einzelne (vielleicht 
durch den Schnitt verstreute) Bakterien; die tibrigen Zellen anscheinend bakterienfrei. Vergr. 275 x 


Abb. 10 


Abb.10. Gallertig-punktiert erscheinende Massen in den Intercellularen eines vor 4 Tagen (links) bzw. 
vor 8 Tagen (rechts) mit Bact. ozaenae infiltrierten Echeveria-Blattes. Vergr. 275 x 


Blatter ein. Impfte man von einem bakterienhaltigen Blatt oder Schnitt auf 
Agar ab, so erhielt man eine Reinkultur von Serratia baw. Bact. ozaenae. 
Diese Bakterien sind also wenigstens unter den Versuchs- und Laborato- 
riumsbedingungen imstande, in Echeveria-Blattern zu leben und Faulnis 
hervorzurufen. 


Solange die Blatter noch nicht verfarbt waren, konnten auch keine Bakterien im 
Blattinnern mikroskopisch beobachtet werden (wohl allerdings mitunter an Wund- 
flachen oder nach Abimpfen und nachfolgendem Ausstreichen auf Agar). Es mu8 
also ein Zusammenhang bestehen zwischen der Bakterienausbreitung im Blatt und 
der (beschleunigten) Verfarbung der Gerbstoffzellen. Diese trat auch dann ein, 
wenn gar keine Bakterien in der Nahe der Gerbstoffzellen lagen. — Es mag dahin- 
gestellt bleiben, ob sich etwa eine primare Schadigung des Blattes einerseits in der 
Verfarbung der Gerbstoffzellen, andererseits in einer Begiinstigung der Bakterien- 
ausbreitung ausdriickt. 
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SchlieBlich sei noch erwahnt, daB ich in den Intercellularen der infiltrierten 
Blatter mitunter gallertig-kérnige Massen beobachtet habe, die die Intercellularen 
meist ganz, seltener nur teilweise ausfiillten (Abb. 10). Es ist wohl noch nicht zu 
sagen, ob die Bildung dieser Massen mit der Anwesenheit von Bakterien in den 
Blattern zusammenhangt. 

Wie bereits in Teil C erwahnt, vermehren sich die Bakterien leicht an 
Wundflachen. An den Blattern war nun zur Erleichterung der Infiltration 
eine Fensterwunde angebracht worden, wobei die Epidermis abgehoben 
wurde, so da8 das Mesophyll freilag. Die mikroskopische Untersuchung 
dieser Fensterwunde zeigte nun auch die Bakterien, bei den beiden 
Serratien nach etwa einer Woche, bei Bact. ozaenae erst spater. Die 
Bakterien befanden sich in den benachbarten Intercellularen, oft massen- 
haft, jedoch mitunter auch in kollabierten und selbst in scheinbar 
normalen Zellen. Auch Wachstum von Bakterien in Form von kleinen 
Kliimpchen oder in grdBerer Zoogléa auf dem kollabierten Gewebe 
wurde beobachtet. — Das iippige Wachstum der Bakterien an der 
Fensterwunde ist etwas tiberraschend, wenn man beriicksichtigt, daB 
an der Wunde Gerbstoffzellen liegen. 

Zusammengefakt bestatigen und erganzen die mikroskopischen Beob- 
achtungen die physiologischen Versuche. Das Blattgewebe totet jeden- 
falls die groBe Mehrzahl der eingesiiten Keime ab, vor allem bei Bact. 
ozaenae. Aber an einzelnen Stellen bleiben doch Keime erhalten, und von 
diesen aus erfolgt dann eine nachtragliche Ausbreitung der Bakterien in 
den Blattern, zundchst wohl in den Intercellularen, doch werden bald 
auch einzelne Zellen befallen. Offensichtlich finden die Keime in den 
Blattern alle notwendigen Entwicklungsbedingungen. An Wundflachen 
mit geschidigten oder gar abgetdteten Zellen geht diese Entwicklung 
anscheinend noch schneller vor sich. 

Es fragt sich nun, warum zwar die meisten in die Blatter infiltrierten Keime 
absterben, einige wenige jedoch am Leben bleiben. Es kénnte sich dabei einfach um 
die Zahl der an einer Stelle liegenden Bakterien handeln. Das baktericide System 
des Blattes wird jedenfalls ausreichen, um einen einzelnen eingedrungenen Keim 
oder auch einige wenige an einer Stelle liegende Keime abzutéten, wie das einer 
natiirlichen Infektion entspricht; es wird aber vielleicht nicht ausreichen zur Ab- 
tétung eines kleinen Bakterienkliimpchens. Vermutlich entstehen aber solche 
Kliimpchen bei der Infiltration der Bakteriensuspension in das Blatt, indem in den 
teilweise engen Intercellularen einzelne Bakterien hingen bleiben, vor denen sich 
dann andere stauen, so da& kleine lokale Ansammlungen entstehen. Ist eine solche 
Ansammlung nun gro8 genug, um alle abgegebene baktericide Substanz zu binden, 
ohne daf dabei simtliche Bakterien absterben, so werden sich die tiberlebenden 
Keime, da ja offensichtlich reichlich Nahrstoffe im Blatt zur Verfiigung stehen, 
vermehren und ausbreiten kénnen. Andererseits wire es aber auch méglich, das im 
Rahmen der individuellen Variation der Keime einzelne besonders resistente 
Individuen auftraten, die bei giinstiger Lage am Leben blieben. Im ersten Falle, 
wenn die Kliimpchenbildung entscheidend ware, wiirde man, wenn man einige 
Tage nach der Infiltration iiberhaupt noch Bakterien in den Blattern antrifft, 
Keimzahlen von einigen Dutzend erwarten, im zweiten Falle aber nur wenige, 
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woméglich nur einen Keim. Die Ergebnisse der Infiltrationsversuche mit Hcheveria 
verteilen sich nun auf beide Typen; vermutlich sind also beide Annahmen 
richtig. 

E. Besprechung der Ergebnisse 

Das Ergebnis der geschilderten Versuche ist also, daB Bakterien, die 
in die Intercellularen von intaktem Blattgewebe eingefiihrt werden, dort 
vielfach in kurzer Zeit absterben, wahrend sie sich an Wundflichen fast 
immer und im PreBsaft der Blatter sehr oft, bei den untersuchten Bei- 
spielen in der Mehrzahl der Falle, entwickeln. Da Vertrocknen oder 
Verhungern der Keime als Ursachen fiir das Absterben nicht in Frage 
kommen (vgl. S. 120), muB es sich jedenfalls um eine besondere Schutz- 
einrichtung der Blatter gegen eine Bakterieninfektion durch die Spalt- 
éffnungen handeln, die vermutlich in der Absonderung bactericider 
Stoffe auf den freien, an die Intercellularen grenzenden Wanden besteht. 
Dabei mag zunachst dahingestellt bleiben, ob in den nicht sehr zahlreichen 
Fallen, wo ich in der vorliegenden Arbeit kein Absterben der eingesiten 
Keime in den Blattintercellularen beobachten konnte, diese Schutz- 
einrichtung ganz fehlt oder nicht auch bei verbesserter Methodik, etwa 
der Einsaat einer geringeren, einer natitirlichen Infektion eher ent- 
sprechenden Bakterienzahl und bei schonenderer Ausfiihrung der Ver- 
suche, doch schlieBlich in Erscheinung trate. 

In der Einleitung war bereits gesagt worden, daB die Frage nach einer 
Schutzeinrichtung der Pflanzen gegen Bakterieninfektionen schon wieder- 
holt bearbeitet worden ist, zumal sich zeigte, da manche saprophytische 
Bakterien, wie z.B. Serratia marcescens, durchaus geeignete Lebens- 
bedingungen in Pflanzen finden. Fiir die altere Literatur sei dabei auf die 
Besprechung in der Arbeit von BERTHOLD (1917) verwiesen. Die Ergeb- 
nisse der Autoren gingen aber recht auseinander. BERTHOLD selbst, der 
eine Anzahl von Bakterien, darunter auch S. marcescens, in Pflanzen 
injizierte, von denen er nach Wochen oder Monaten die Keime wieder 
abimpfen konnte, faBt seine Meinung dahin zusammen, daf ,,nichts 
beobachtet werden konnte, was auf eine seitens des lebenden Gewebes 
gegen die Bakterien gerichtete Aktion hatte schlieBen lassen‘. Die 
beobachtete lange Lebensdauer der injizierten Keime erklart er mit ihrer 
Widerstandsfahigkeit, die mangelnde Ausbreitung in der Pflanze mit der 
Tatsache, da8 ihnen die Nahrstoffe der lebenden Zellen nicht zuganglich 
seien. Hierzu ist zu sagen, daB die Bakterien in Pflanzen injiziert 
wurden, in den Pflanzen also ein Stichkanal entstand, an dessen Randern 
mit abgetéteten Zellen die Bakterien naturgemaf leben konnten, wie 
auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit Wundflachen zeigen. 
Weiter hat BerTHOLD auch nicht quantitativ gearbeitet, so daf er einen 
nicht bis auf Null gehenden Riickgang der Keimzahl gar nicht erfassen 
konnte. Seine Methodik reichte also zur Beantwortung der Frage nicht aus. 
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Zu dem entgegengesetzten Ergebnis war bereits einige Jahre vorher 
Waaner (1914) gekommen. Er hatte in verschiedene Pflanzen, Kartoffeln, 
Riiben und Sempervivum, mehrere Bakterienarten gleichfalls injiziert, 
aber in bekannten, abgestuften Mengen, und beobachtete eine bestimmte 
kritische Grenzkonzentration in der Keimzahl der Injektion, unterhalb 
derer die Pflanzen ,,ausheilten‘‘ und oberhalb derer sie durch Faulnis 
zugrunde gingen. Mikroskopisch stellte er dann im Zellsaft von Kartoffeln 
und Sempervivum die Anwesenheit von Agglutininen und Lysinen gegen- 
iiber den Bakterien fest. Die bactericiden Stoffe des KartoffelpreBsaftes 
lieBen sich mit Ammonsulfat aussalzen, waren thermolabil und nur etwa 
2 Tage haltbar. Weiter beobachtete WAGNER (1916) bei wieder aus- 
heilenden Bakterieninfektionen von Pflanzen einen voriibergehenden 
deutlichen Anstieg der Zellsaftaciditaét, etwa um 2—3 Zehntel py-Kin- 
heiten. — Etwa gleichzeitig fand KrrrscHewskI (1914, 1915) im PreBsaft 
von Cotyledon scheideckeri Hort. Agglutinine gegen einige Bakterien- 
arten. Die Stoffe waren ebenfalls nur beschrankt haltbar, aber kaum 
thermolabil; sie hatten nach seiner Meinung EiweiScharakter oder ,,ver- 
wandte“ Natur. (Uber weitere spaitere Beobachtungen von pflanzlichen 
Antikérpern, besonders Agglutininen, vgl. GAumann 1951, S. 373, 423 
und 430 sowie die dort zitierte Literatur.) 

Aus den Versuchen Wacners (1914) tiber die kritische Keimzahl bei 
der Infektion einer Pflanze la8t sich auf eine Bakterienabwehr durch die 
Pflanze schlieBen, die aber nicht unbegrenzt ist. Auf den ersten Blick 
liegt es nahe, diese Bakterienabwehr mit den im PreBsaft beobachteten 
Antikérpern in Zusammenhang zu bringen. Auch WAGNER hat dies 
getan, obwohl ihm schon aufgefallen war, daB der PreBsaft der Riibe 
(Beta) iberhaupt nicht baktericid war. Er kam fiir die Riibe daher not- 
gedrungen zu dem Schlu8, daB hier ,,die hohe Bakterienfestigkeit auf 
andere Ursachen zurtickzuftihren sein diirfte“*. In der Folgezeit hat man 
nun immer wieder die beobachtete Resistenz einer Pflanze gegen einen 
Mikroorganismus mit Zellinhaltsstoffen, vor allem auch im Zellsaft, die 
gegen diesen Organismus toxisch wirken, in Verbindung gebracht. 
Derartige Stoffe werden bekanntlich in den verschiedensten Pflanzen 
gefunden (vgl. die Zusammenstellung bei SKINNER 1955). 

Ks leuchtet nun ein, daB ein solches Vorgehen vollberechtigt ist bei 
intracellular lebenden Mikroorganismen wie etwa den Kndlichen- 
bakterien der Leguminosen oder manchen Mycorrhizapilzen, die tat- 
sichlich den Zellinhaltsstoffen ausgesetzt sind. Ganz unberechtigt ist es 
aber offenbar bei lediglich intercellular lebenden Bakterien, die durch 
eine Zellwand von den Zellinhaltsstoffen geschieden sind. Hinzu kommt 
noch, daB die Intercellularen der hoheren Pflanzen mit einer Art Cuticula 
ausgekleidet sind, jedenfalls sind die Zellwande suberinisiert [vegl. 
Scort (1950) sowie die dort zitierte Literatur |. Die in den Intercellularen 
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vorhandenen Bakterien kommen also mit dem Zellinhalt, vor allem auch 
mit dem Zellsaft, iiberhaupt nicht in unmittelbare Beriihrung. Die 
Anwesenheit giftiger Zellinhaltsstoffe kann diesen Bakterien offenbar 
gar nichts ausmachen, so lange diese Stoffe nicht durch die Zellwand 
nach aufBen hindurch zu treten vermégen. Das aber wird man bei einer 
normalen, lebenden Zelle nicht ohne weiteres fiir simtliche Inhalts- 
bestandteile erwarten diirfen. Man kann also offenbar nicht von 
vorneherein von einer beobachteten Baktericidie des Saftes auf eine 
solche des intakten Gewebes schlieBen und umgekehrt. Entsprechend 
zeigt sich auch in den Versuchen dieser Arbeit sowohl mitunter Wachstum 
der Bakterien im Zellsaft und Absterben im intakten Gewebe als auch in 
anderen Fallen das umgekehrte Verhalten (vgl. 8.118). Im selben Sinne 
liegt auch das von WAGNER beobachtete Verhalten der Riibe (siehe 
oben). Die Baktericidie des Zellinhaltes, vor allem des Saftes, und die des 
intakten Gewebes sind also offensichtlich durchaus verschiedene Dinge. 
Aus der Wirkung von Saften oder Extrakten von Pflanzen auf Bakterien 
kann man also nicht die Baktericidie des ganzen Gewebes beurteilen. 
Dazu ist es notwendig, Methoden anzuwenden, die das Gewebe intakt 
lassen, wie z.B. die Infiltrationsmethode; die gréBere Umstiandlichkeit 
des Arbeitens mu8B dabei in Kauf genommen werden. Es kann und soll 
nattirlich nicht bestritten werden, daB mitunter vielleicht auch einmal 
ein giftiger Bestandteil des Zellsaftes in gewisser Menge durch Plasma 
und Wand nach aufen durchtritt und so an der Baktericidie des intakten 
Gewebes mehr oder minder weitgehend mitbeteiligt ist, doch kann das in 
jedem Einzelfall nur eine besondere darauf gerichtete Untersuchung 
erweisen. 

Es war vorhin gesagt worden, daf die Bakterienabwehr der Pflanze 
vermutlich in einer Absonderung baktericider Stoffe auf den freien 
Wandflachen der Intercellularen besteht. Vor allem kénnen auch die 
Versuche mit Hcheveria, bei denen baktericide Stoffe aus den Blatt- 
intercellularen ausgewaschen werden konnten, leicht so gedeutet werden. 
Es ist hier aber einstweilen noch nicht sicher zu entscheiden, ob die 
erhaltenen baktericiden Stoffe tatsichlich von allen Wandflachen der 
Intercellularen stammen, also einen allen Zellen zukommenden Faktor 
der Bakterienabwehr darstellen, oder ob nur die subepidermalen Gerbstoff- 
zellen, vielleicht auch durch die Infiltration geschadigt, ein wenig 
Gerbstoff austreten lieBen, der dann ausgewaschen wurde. In diesem 
letzten Falle lage es allerdings nahe, auch normalerweise einen schwachen 
Gerbstoffaustritt anzunehmen und in der subepidermalen Gerbstoff- 
schicht der Echeveria-Blatter eine chemische antibakterielle Schutz- 
einrichtung zu sehen. 

Da nun die auf den Intercellularenwanden niedergeschlagenen Bak- 
terien meist ziemlich bald absterben, Wasser- und Nahrstoffmangel 
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dafiir aber als Ursache nicht in Frage kommen, dirfte die Annahme 
einer Abscheidung baktericider Stoffe durch die Zellwande doch die 
grote Wahrscheinlichkeit fir sich haben. Der Beweis dafiir wiirde 
vielleicht zu erbringen sein, wenn es gelange, diese Stoffe durch Aus- 
waschen in gréBerer Menge und Reinheit zu gewinnen, so daf eine nahere 
Untersuchung méglich ware. Dabei miiBte sich dann auch zeigen, ob diese 
Stoffe nur nach auBen von den Zellen abgegeben werden oder zugleich 
auch etwa nach innen, in den Zellsaft, und ob sie etwa doch ganz oder 
teilweise mit den schon von WaGNER (1914), KritscHEWSsE! (1914) 
und anderen Autoren gefundenen Agglutininen und Lysinen identisch 
sind. 

Die aus Echeveria-Blattern ausgewaschenen baktericiden Stoffe sind 
nun ebenso gut aus Blattern zu erhalten, die nicht mit Bakterien infil- 
triert gewesen sind. Es handelt sich bei ihnen also um unabhangig von 
der Anwesenheit von Bakterien gebildete Substanzen. Diese Versuche 
sprechen bisher also eher fiir eine Unwirtlichkeit der Pflanzen fiir die 
Bakterien, eine Axenie im Sinne GAUMANNS (1951), als fiir aktive erst 
durch die Bakterien ausgeléste Abwehrreaktionen. 


Zusammenfassung 


1. Es wurde das Verhalten von Bakterien beobachtet, die mittels der 
Infiltrationsmethode in intaktes Gewebe verschiedener Blatter hinein- 
gebracht worden waren. Ebenso wurde auch das Verhalten der Bakterien 
an Wundflachen und im PreBsaft dieser Blatter untersucht. 


2 Die verwendeten Bakterien waren zwei Stéamme von Serratia 
marcescens (= Bact. prodigiosum), Bact. ozaenae, Aérobacter aérogenes und 
Pseudomonas fluorescens. An Blattern wurden untersucht Hcheveria 
glauca, Sedum weinbergii, Aloé arborescens (getrennt nach Chlorenchym 
und Wassergewebe) und Iris hybrida. Zum Vergleich wurde noch die 
Kartoffelknolle mit einbezogen. 

3 An den Wundflichen der Blatter und der Kartoffelknolle vermehrten 
sich die eingebrachten Testkeime fast immer; im PreBsaft fand teils 
Absterben, 6fter aber Entwicklung der Bakterien statt; im intakten 
Blattgewebe trat meist (in 19 der gepriiften 25 Kombinationen) frither 
oder spaiter Absterben der eingesaten Bakterien ein (vgl. Tab.8, 8. 117). 
Bei Echeveria, die die Keime zunichst schnell, aber in der Regel nicht 
ganz restlos abtétete, war spater eine nachtrigliche Ausbreitung der 
Bakterien im Blatt zu beobachten. — Das Kartoffelgewebe besitzt nur 
eine geringe baktericide Wirksamkeit. 


4. Die Ergebnisse werden diskutiert, und die Arbeitshypothese wird 
begriindet, daB die Baktericidie des intakten Blattgewebes auf der Ab- 
sonderung baktericider Stoffe durch die lebenden Zellen beruht. 
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5. Es wird ein friitheres Ergebnis des Verfassers (1941) bestiatigt, daB 
aus dem Intercellularsystem von Echeveria-Blattern Stoffe ausgewaschen 
werden kénnen, die baktericid auf Bact. ozaenae wirken. 


6. Die mikroskopische Untersuchung von Echeveria-Blattern, die mit 
Bakteriensuspensionen infiltriert worden waren, bestatigt das Ergebnis 
der physiologischen Versuche, wonach die nachtragliche Ausbreitung 
der Bakterien in diesen Blattern von einigen erhalten gebliebenen Rest- 
keimen ausgeht. Die Bakterien breiten sich dann in den Blattern aus, und 
zwar sowohl in den Intercellularen als auch in den Zellen selbst. 


Diese Untersuchung wurde ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft sowie der Schulbehérde der Freien und Hansestadt 
Hamburg. 

Frau Micuet-WaGner danke ich fiir die sorgfaltige Ausfiihrung der meisten 
Versuche dieser Arbeit. 


. 
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Uber die Fruchtkorperbildung von 
Merulius lacrymans domesticus Falck 


Von 
TRAUTE ZUR LIPPE und GEORG NESEMANN 


Mit 4 Textabbildungen 
(Eingegangen am 30. Oktober 1958 ) 


Die Fruchtkérperbildung in Reinkulturen von Eumyceten als Aus- 
druck einer physiologischen Umstimmung der Kultur hat schon haufig 
Interesse gefunden (neuere Literatur z.B. WESTERGAARD U. MITCHELL 
1947, Brerz.orr jr. 1954, PLUNKETT 1953 u. 1956, BILLtE-HANSEN 1953, 
MapE in 1956a u. b, SCHELER-CoRRENS 1957, Koon 1958 u. a.). Auch 
beim Hausschwamm, Merulius lacrymans, sind schon mehrfach Frucht- 
k6rper in Reinkulturen beobachtet worden. 

So hat schon Mxz (1908) bei Kulturen auf mehr oder weniger natitirlichen Sub- 
straten und FatcK (1913) unter anderem auf Malzextrakt solche erhalten. HARDER 
(1909) beobachtete sogar einen Fruchtkérper auf einer rein synthetischen Nahr- 
lésung. In neuerer Zeit hat Bapcock (1946) in langen Kulturréhren mit Buchen- 
sigemehl den Hausschwamm zur Fruktifikation gebracht, und CARTWRIGHT u. 
Frxpuay (1946) haben Farcks Beobachtungen in Malzextraktkulturen bestatigt. 
Auch Zoperst (1952a) beobachtete bei itiber 2000 Kulturen mit verschiedenen 
synthetischen Nahrbéden mehrmals das Auftreten von Fruchtkérpern, konnte 
jedoch keine eindeutigen Griinde fiir ihre Entstehung angeben. Dasselbe berichtet 
Kteiwern 1957. 

Im Rahmen von Untersuchungen iiber das antagonistische Verhalten 
von Pilzen (NESEMANN 1953) traten in unseren eigenen Kulturen erst- 
mals im Winter 1952—1953 spontan Fruchtkorper beim Hausschwamm 
auf. Nachdem es in der folgenden Zeit gelungen war, die Kulturbedin- 
gungen zu reproduzieren und regelmaBig bei allen 3 zur Verfiigung stehen- 
den Stiimmen Fruchtkérper zu erhalten, wurde versucht, in einer Reihe 
von Ansatzen Aufschlu8 iiber die Bedeutung der einzelnen Faktoren, 
die die Fruktifikation auslésen, zu erhalten. 


I. Methodik 


Fiir die Untersuchungen standen 3 Stamme von Merulius lacrymans domesticus 
Falck, die aus verschiedenen Géttinger Hausern isoliert worden waren, zur Ver- 
fiigung. Der fiir die hier genannten Versuche verwendete Stamm wurde aus dem 
Keller des alten Botanischen Institutes isoliert. Er wurde in einer Grundnahrlosung 
kultiviert, die 1,5 g¢ KH,PO,; 0,5 g K,HPO,; 0,1 g MgSO,-7H,O; 1 mg Vit. B, 
(vgl. Kiniwein u. Zoperst 1953) und 3 Tropfen FeCl, (23°/,ig nach DAB 6) je 
11 Aqua bidest. (Quarzapparatur) enthielt. Die Kohlenstoff- und Stickstoffquelle 
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variierte bei den einzelnen Versuchen. Wenn chemisch reine Zucker fiir die Nahr- 
lésungen verwendet wurden, kamen noch folgende Spurenelemente (nach Fries 
1949) dazu: 4,43 mg ZnSO,-7H,0; 4,05 mg MnSO,: 4H,0; 0,1 g CaCl,. Der px- 
Wert war 5,8. Agarkulturen erhielten 1,5°/, Agar, der 36 Std unter flieBendem 
Wasser gewassert und mit Aqua dest. nachgewaschen worden war. Die Kulturen 
wurden in 300 ml Erlenmeyerkolben durchgefiihrt, in denen sich jeweils 50 ml 
Nahrsubstrat befand. Das Impfmaterial wurde auf dem oben genannten Nahrboden 
mit Zusatz von 5°/) Rohrzucker und 0,5°/, KNO, herangezogen. In der Regel war es 
6 Wochen alt. Die Impfung fand mit Mycelstiicken von 1 mm? GroBe statt. 

Die Kulturen standen im allgemeinen in einem Konstanzraum bei 16 ++ 0,5°C 
und 60—80°/, relativer Luftfeuchtigkeit. Sie wurden taglich 9 Std mit 2 40 Watt 
HNI-de-Luxe-Osram-Leuchtstoffréhren beleuchtet, die sich in einem Abstand von 
50 cm tiber den Kulturen befanden; das ergab fiir das Mycel eine Beleuchtungs- 
intensitéat von 400—600 Lux. 


Il. Vorversuche 
a) Licht und Temperatur 


Zunachst sollte der Hinflu8B von Licht und Temperatur auf die Fruchtkérper- 
bildung gepriift werden. Dazu wurden Agarkulturen mit 5°/, Rohrzucker als 
Kohlenstoffquelle und 1°/, Backerhefe oder 0,1°/, KNOs3 als Stickstoffquelle in einer 
Dunkelkammer bei 22—25°C und 25—45°/, relativer Luftfeuchtigkeit oder in einem 
Konstanzraum bei 16°C und 60—80°/, relativer Luftfeuchtigkeit aufgestellt. [Nach 
Mzz (1908) betragt die optimale Wachstumstemperatur fiir Merulius lacrymans 
22°C, nach CARTWRIGHT u. FrnpLAy (1946) 23°C]. Die Beleuchtung war unter beiden 
Temperaturbedingungen gleich (taglich 9 Std 400—600 Lux). Die Dunkelkulturen 
standen in denselben Raiumen unter Dunkelstiirzen. 


Tabelle 1. Abhdngigkeit der Fruchtkérperbildung von Merulius lacrymans von Licht 
und Temperatur im Laufe von 18 Wochen 
Es wurden je 10 Kolben angesetzt 


Kolben mit Kolben mit 
N- Quelle Temperatur Tel. Luft- Fruchtk6érper- reifen 
feuchtigkeit ansatz Fruchtkérpern 
1°/, Hefe 1 1 
belichtet i 9 
0,1%/o KNOs | 99 95°C | 25—45%/, ! 
1°/, Hefe 0 0 
igskel { 0,19/, KNO, 0 pie N80 
19/5, Hefe 9 8 
belichtet { hg ee 
O,1%o KNOS) 1699 | 60—80°/, f Q 
1°) jeetLete 0 0 
PCE { 0,1°/, KNO, 0 0 


Bei 22—25°C bildete der Pilz im Laufe von 18 Wochen im Licht nur 
1 Fruchtk6rper auf Hefeextrakt, bei vélliger Dunkelheit wurde gar keiner 
angesetzt (Tab.1). Auf KNO, wurde ebenfalls keiner gebildet. Bei 16°C 
fruktifizierte der Pilz dagegen im Licht auf Hefeextrakt gut (8 von 10 Kul- 
turen mit reifen Fruchtkérpern = 80°/,ige Fruktifikation), wahrend 
im Dunkeln auch hier keine Ansitze auftraten. KNO, war auch hier als 


134 TRAUTE ZUR Lippe und GEorG NESEMANN: 


Stickstoffquelle ungeeignet (vgl. aber unten). Die reifen Fruchtk6rper 
waren tiefbraun und gut versport, die Sporen waren keimfahig. 

Da die relative Luftfeuchtigkeit bei 16°C héher war als bei 22 —25°C, 
kénnte man annehmen, da8& hohe Luftfeuchtigkeit mit einer der aus- 
lésenden Faktoren fiir die Fruchtkérperbildung sei. Dagegen spricht 
aber das Ergebnis bei Dunkelheit; weiterhin geben Mez (1908) und auch 
Fatck (1913) an, da8 in ihren Versuchen das Durchsaugen trockener 
Luft durch die Merulius-Kulturen die Fruchtkérperbildung forderte. 
Leider konnten keine exakten Versuche tiber die Wirkung der relativen 
Luftfeuchtigkeit durchgefiihrt werden, aber man darf doch wohl anneh- 
men, da die Temperatur die entscheidendere Rolle spielte, zumal die 
Luftfeuchtigkeit in den Kolben zweifellos immer hoher ist als die im Raum. 

Zusammenfassend last sich sagen, daB fiir die Fruchtkorperbildung 
von Merulius lacrymans Licht (400—600 Lux, 9 Std taglich) und niedrige 
Temperaturen (16°C) giinstig waren. Die nachfolgenden Versuche wurden 
daher alle unter diesen Bedingungen im Konstanzraum durchgefihrt. 


b) Nahrbodenmenge 

Eine gewisse Abhangigkeit der Fruchtkérperbildung von der Menge 
des Nahrsubstrats zeigte sich nur in der unterschiedlichen GréoBe der 
gebildeten Fruchtkérper. Je groBer die GefaBe waren, desto gréBer waren 
auch die Fruchtkorper. In Reagensglisern (Schragrohrchen) mit 5 ml 
Agar-Nahrboden (1°/) Hefe, 5°/) Rohrzucker) war der Durchmesser der 
Fruchtkérper im Mittel 0,5 cm, in Erlenmeyerkolben mit 50 cm*® Sub- 
strat 2—3 cm und in flachen, feldflaschenaéhnlichen GlasgefaBen von 
18 cm Durchmesser (300 cm? Nahragar) 7—8 cm. In geeigneten Kultur- 
gefiiBen lassen sich also Fruchtkérper erzielen, die fast die GroBe der 
kleineren an natiirlichen Standorten auftretenden haben. Eine Zunahme 
der Anzahl der Fruchtkérper mit der Substratmenge, wie sie PLUNKETT 
(1953) bei Oollybia velutipes gefunden hat, haben wir nicht beobachtet. 


III. Hauptversuche 
a) Verschiedene organische N-Quellen 

Autoklavierte Hefe, wie sie in den Vorversuchen mit Erfolg als N- 
Quelle verwendet wurde, stellt ein sehr komplexes Gemisch von stick- 
stoffhaltigen Verbindungen dar. Andererseits waren mit KNO; keine 
Fruchtk6érper zu erzielen. Es war darum naheliegend, neben der Tem- 
peratur die Ausléser der Fruchtkérperbildung in spezifischen Bestand- 
teilen der Hefe zu suchen. 


Es wurden 24 Aminosiuren und Amide!, wie sie in der Hefe vorkommen, auf 
ihren Einflu8 auf die Fruktifikation untersucht. Dazu wurden Agar-Kulturen mit 


1 Die AminosAuren und Amide waren chemisch rein und wurden von den Firmen 
Merck A.G./Darmstadt und Schuchardt/Miinchen bezogen. 
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5°/, Rohrzucker (handelsiiblich) und 50 mg der entsprechenden N-Verbindung je 
50 cm? Nahrlosung angesetzt. Fiir eine Versuchsreihe wurden je 10 Ansiitze gemacht. 

Die Nahrbéden mit Asparaginsaure und Glutaminsaure wurden nicht neutrali- 
siert und hatten einen Anfangs-py-Wert von 4,4 bzw. 4,1. Eine Wachstumshem- 
mung war nicht zu erkennen, was die Angaben von Mracuam (1918) bestatigt, 
wonach erst bei py 3 das Wachstum gehemmt wird. Im allgemeinen entsprach der 
Zuwachs dem von ZoBErst (1952b) auf den verschiedenen N- Quellen angegebenen. 
Auf Methionin setzte nach einer anfanglichen Hemmung kraftiges Wachstum ein. 
Die ersten Fruchtkérperanlagen wurden nach 6—8 Wochen erkennbar; nach weite- 
ren 1—3 Wochen waren sie meistens ausgereift und zeigten bei mikroskopischer 
Untersuchung die typischen, braun gefarbten Sporen, wenn sie nicht wieder durch 
vegetatives Mycel tiberwuchert wurden. Die Auswertung der Versuche fiir die 
Abb. 1 erfelgte nach 22 Wochen, doch wurden auch danach noch in einzelnen Kol- 
ben neue Fruchtkorper gebildet. Anfangs wurden die Flacheninhalte der Frucht- 
kérper gemessen und ausgewertet. Da dies aber nicht sehr genau méglich war und 
zu keinem anderen Ergebnis fiihrte, als wenn man nur die Zahl der Kolben wertete, 
in denen tiberhaupt Fruchtkérper gebildet wurden, wurde schlieBlich diese Methode 
vorgezogen. 


Bei 9stiindiger taglicher Beleuchtung und einer Temperatur von 16°C 
trat im Laufe von 22 Wochen Fruchtkérperbildung auf 15 verschiedenen 
N-Verbindungen ein (Abb.1) und zwar auf Glykokoll, Acetamid, DL-«- 
Alanin, 6-Alanin, pu-Serin, y-Aminobuttersiure, Threonin, L(-+)Aspa- 
raginsaure, L(—)Asparagin, L(—)Glutaminsaure, Isovaleramid, pu- Valin, 
pu-Methionin, L(—)Leucin und pu-f-Phenyl-«-Alanin. Doch zeigte sich 
puL-«-Alanin als die beste N- Quelle fiir die Fruchtkérperbildung, obwohl 
es nach ZoBerRst (1952b) zwar gutes aber bei weitem nicht das beste 
vegetative Wachstum erméoglicht. Es tibertraf die Wirkung des zum Ver- 
gleich angesetzten Caseinhydrolysats (1°/,ig) und die in den Vorver- 
suchen verwendete Backerhefe (1°/,ig). Tab.2 zeigt die Reproduzierbar- 
keit dieses Ergebnisses. Auf 0,1°/) KNOg, das ebenfalls noch einmal zum 
Vergleich angesetzt wurde, entstanden keine Fruchtkérper. 

Um nun wirklich vergleichen zu kénnen, welche N- Quelle fiir die Fruchtkorper- 
bildung des Hausschwammes am giinstigsten ist, muBten natiirlich gleiche Stick- 
stoffmengen in den einzelnen Kulturen vorhanden sein. Da 50 mg DL-«-Alanin je 


50 em? Nahrlésung sich als gut erwiesen hatten, wurden die anderen N-Verbin- 
dungen in einer Menge verwendet, die diesem N-Gehalt entsprach. 


Abb.2 zeigt das Ergebnis eines Versuches mit 8 verschiedenen N- 
Quellen. Der Agarnahrboden enthielt auBer den tiblichen Salzen 5°/, 
Rohrzucker (pur. Merck). Zunachst stellte sich heraus, daf bei dieser 
niedrigeren N-Konzentration auch auf Harnstoff Fruchtkérperbildung 
moglich war. Nach 18 und 22 Wochen Versuchsdauer erwies sich DL-«- 
Alanin wieder als beste N- Quelle, nach 35 Wochen waren aber auch auf 
pu-Valin, das in den hier vorliegenden Versuchen und auch bei ZoBERST 
(1952b) nur ein langsames Wachstum mit relativ diinnem Mycel zeigte, 
in allen angesetzten Kolben reife Fruchtkérper vorhanden. AuBerdem 
wurde auf pu-Serin 90 bzw. 100°/,ige Fruktifikation erreicht. Wahrend 
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man 18 Wochen nach Versuchsbeginn noch an einen gewissen Ein- 
fluB der C-Kettenlange der untersuchten Stickstoffverbindungen auf die 
Verwertbarkeit fiir die Fruchtkérperbildung denken konnte, die nach 
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JENNISON, NEwcoms u. HENDERSON (1955) fiir die Verwendbarkeit der 
Aminosauren fiir das Wachstum verschiedener holzzerstérender Basidio- 
myceten eine Rolle spielen soll und die auch ERs (1958) bei seinen 
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Tabelle2. Fruchtkérperbildung von Merulius lacrymans domesticus auf 0,1°/, 
Di-«-Alanin und 5°/, Rohrzucker bei 16°C und taglich 9 Std Licht nach 22 Wochen 


Kolben mit | Kolben mit reifen Kolben mit Kolben mit reifen 
Anzahl Ansiitzen Fruchtkérpern Anzahl Ansatzen Fruchtkérpern 
Io "lo ‘lo "lo 

10 100 100 5 100 80 
20 100 90 10 100 80 
5 100 60 10 100 90 
5 100 100 10 100 90 
5 100 100 5 100 60 
5 100 100 5 100 100 


Wachstumsversuchen mit fiinf verschiedenen anderen Merulius-Arten 
feststellte, war dieser Eindruck nach 35 Wochen weitgehend verwischt. 
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Abb. 2. Fruchtkérperbildung von Merulius lacrymans domesticus auf Agarnahrbéden mit 5°/, Rohr- 
zucker und verschiedenen Aminosiuren bzw. Amiden, deren N-Gehalt dem von 0,1°/) DL-«-Alanin 
entsprach, bei 16°C und 9 Stunden Licht taglich 


10* 
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Derselbe Versuch wurde spater auch noch mit reinen Flissigkeits- 
kulturen angesetzt (Abb.3). Unter diesen Bedingungen trat auf Methio- 
nin nur sehr sparliches Wachstum auf und dementsprechend erfolgte— 
auch keine Fruchtkérperbildung. Ebenso kam es auf L(—)Asparagin 
nicht zur Fruktifikation, die aber auch auf Agarnahrbéden selbst nach 
35 Wochen nicht sehr gro8 war. Im iibrigen war die Fruchtkorperbildung 
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Abb.3. Fruchtkérperbildung in Fliissigkeitskulturen bei 16°C und 9 Std Licht taglich 


in den reinen Fliissigkeitskulturen etwas schlechter als auf Agar, doch 
zeigte sich wieder die im ganzen gute Fruchtkérperbildung auf DL-«-Ala- 
nin und ebenfalls die anfangs geringe und dann gute auf DL-Valin. 


Linty u. Barner (1947) haben festgestellt, dai die Zeit bis zur Perithezien- 
bildung bei Sordaria fimicola in Flissigkeitskulturen linger war als z. B. auf Sand. 
AuBerdem geben Barnett u. Linty (1947) an, da von Sordaria fimicola auf Agar 
sehr viel mehr Perithezien gebildet wurden als in Flissigkeitskulturen. Bei Merulius 
ist dies ebenfalls der Fall. Hs besteht die Moglichkeit, da in der hier angewendeten 
Nahrlosung z.B. ein fiir die Fruchtkérperbildung wichtiges Spurenelement oder 
Vitamin fehlte, das durch den Agar in die Kulturen gebracht sein kénnte. Vermut- 
lich spielt aber das Verhaltnis Substratmycel-Luftmycel, das bei Agarkulturen 
zugunsten des letzteren verschoben ist, eine Rolle, da auch die Atmung davon 
wesentlich beeinfluBt wird (KnUyVvER u. PeRQuin 1933). Allerdings jones ASHAN 
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(1954), dafi die Fruchtkérperbildung von Collybia velutipes in Fliissigkeits- und 
Agarkulturen gleich war. 

Zusammenfassend laBt sich sagen, da Fruchtkérperbildung des 
echten Hausschwammes in rein synthetischen Nahrlésungen mit Rohr- 
zacker als Kohlenstoffquelle auf 16 verschiedenen Aminosaiuren und 
Amiden von 24 insgesamt untersuchten méglich ist. Am besten war die 
Fruktifikation auf pu-x-Alanin, namlich 90—100°/,ig, obwohl diese 
Aminosadure zwar gutes aber nicht das beste Mycel-Wachstum ermég- 
lichte. 


b) Anorganische N-Quellen 


Nachdem sich gezeigt hatte, da auf zahlreichen Aminosiuren und 
Amiden unter den hier angewendeten Bedingungen Fruchtkérper ge- 
bildet werden kénnen, also kein spezifischer Fruchtk6rper hervorrufender 
Stoff in der Hefe vorhanden war, wurden auch anorganische N- Quellen 
untersucht. Wahrend auf 0,5°/, KNO, im Laufe von 22 Wochen niemals 
Fruktifikation erfolgte, zeigte es sich, da bei niedrigeren Konzentra- 
tionen auch auf KNO, und NH,Cl Fruchtk6rperbildung eintrat. 

Der anorganische Stickstoff wurde in der Menge gegeben, die wiederum der in 


0,1°/, pu-«-Alanin entsprach (KNO, = 28,3 mg und NH,Cl = 15,1 mg je 50 cm? 
Nahrlésung). 


Tabelle 3. Fruchtkérperbildung von Merulius lacrymans auf 5°/, Rohrzucker, anorga- 
nischen N-Verbindungen und zum Vergleich DL-x-Alanin bei 16°C und 9 Std Licht tgl. 


18 Wochen 22 Wochen 35 Wochen 


N- Quelle °/, Kolben | °/, Kolben | °/) Kolben | °/, Kolben } °/) Kolben | °/, Kolben 
mit mit reifen mit mit reifen mit mit reifen 

Ansitzen | Fruchtkérp.} Ansitzen | Fruchtkérp.| Ansatzen | Fruchtkoérp. 

| 

& ||KNO, 30 10 40 30 40 30 

<4 |NH,Cl 20 0 20 0 60 40 

‘2 ||pn-x-Alanin] 100 80 100 90 100 100 

&, [IKNO, 0 0 20 10 30 10 

<1) (NH,Cl 40 0 60 0 60 60 

i: pL- «-Alanin 40, 20 70 50 90 70 

fo) 


In Tab.3 handelt es sich um Mittelwerte aus 2 verschiedenen Versuchs- 
reihen; zum Vergleich waren Ansatze auf pi-«-Alanin gemacht worden. 


Sowohl auf Nitrat- als auch auf Ammonstickstoff war bei den angewen- 
deten Konzentrationen Fruchtkérperbildung méglich, doch erreichten 
die Werte keineswegs die von Alanin. Auch Erp (1958) fand, daB bei den 
von ihm untersuchten Merulius-Arten die organischen N- Quellen ein bes- 
seres Mycelwachstum ergaben als die anorganischen. NH,Cl schien dabei 
etwas besser zu sein als KNO,, doch waren die Unterschiede nicht sehr 
eroB. 
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Mapexin (1956a) hat bei Coprinus lagopus Fr., der ebenfalls in rein synthetischer 
Nahrlésung auf pt-a-Alanin gut fruktifizieren kann, festgestellt, daB auch bei diesem 
Pilz auf NH,Cl Fruchtkérper gebildet werden konnten, wenn gleichzeitig CaCO; 
gegeben wurde. Auf NaNO; war allerdings kaum Wachstum méglich. SCHELER- 
Correns (1957) erhielt aber auch auf KNO,; Fruchtkérper von Coprinus lagopus. 


c) Verschiedene 
hich C-Quellen 
78 Wochen Nachdem sich gezeigt 
hatte, daB pi-«-Alanin 
eine sehr gute N- Quelle 
fir die Fruchtkérperbil- 
dung des Hausschwam- 
mes ist, wurde mit dieser 
Substanz (0,1°/,) noch die 
tila Wirkung einiger C-Ver- 
bindungen (5°/, chemisch 
reinst) in Agarkulturen 
untersucht (Abb.4). So- 
wohl auf Pentosen (D- 
Xylose) als auch auf 
Mono- (Glucose, Mal- 
tose) und Disacchariden 
(Rohrzucker) wurden 
reife Fruchtkorper aus- 
gebildet. Am besten fruk- 
tifizierte der Pilz auf 
Rohrzucker. Auf  1és- 
licher Starke entstand 
ein relativ dichtes Mycel, 
obwohlseine Bildung nur 
verhaltnismafig  lang- 
sam erfolgte; immerhin 
Abb. 4. Fruchtkérperbildung auf Agarnihrbéden mit 0,1°/) 


i oO 
DL-a-Alanin und je 5°/,) verschiedener Kohlenhydrate bei 16°C ee noch die Anlage re 
und 9 Std Licht tiiglich Fruchtkérpern mdglich, 


wenn sie auch nicht 
ausreiften. Auf Cellulose (Schl. & Sch.) bildete sich nur ein sehr 
diinnes Mycel, das nicht zur Fruchtkérperbildung imstande wart?. 
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1 Der erste Fruchtkérper von Merulius lacrymans auf synthetischem Substrat 
wurde von Harper (1909) erhalten und zwar auf: 4 g KNO,; 4 g MgSO,;4 ¢ KH,PO,; 
4g NH,NO,; 4g NH,H,PO, gelost in 4000 cm* Aqua dest. + 16g Ca(NO,), gelést 
in 1600 cm? Aqua dest. + 300g Rohrzucker 4+ 24g Citronenséure; auBerdem 
wurden in jedes Kulturgefa8 einige Bausche Filtrierpapier getan. Obwohl der Versuch 
von Harper im Laufe von Jahren gelegentlich immer wieder mit dem gleichen 
Substrat angesetzt wurde, gelang es nicht, je wieder einen Fruchtkorper zu erhalten. 
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Von Ers (1958) wird fiir andere Merulius-Arten dagegen gerade gutes 
Wachstum auf Cellulose angegeben. Am besten war das Wachstum auf 
Maltose, auf der schon Lamprecur (1958) sehr gutes Mycelwachstum 
festgestellt hat; in kurzer Zeit entstand ein sehr dichtes, stark pigmen- 
tiertes Mycel. Fruchtkorperanlagen, die in groBer Zahl gebildet wurden, 
wurden in den meisten Fallen sehr schnell wieder von vegetativem Mycel 
tiberwuchert. 


Rohrzucker war also von den hier untersuchten Kohlenhydraten am 
besten fiir die Fruchtkérperbildung von Merulius lacrymans domesticus, 
obwohl er ahnlich wie pi-«-Alanin zwar gutes, aber nicht das beste Mycel- 
wachstum ermoéglichte. 

d) C/N-Verhiltnis 

Da sich bei anderen Basidiomyceten, z.B. bei Collybia velutipes (PLUN- 
KETT 1953) und Coprinus lagopus (MADELIN 1956b) bereits gezeigt hatte, 
daf ein bestimmtes C/N-Verhaltnis optimal fiir die Fruchtkérperbildung 
sein kann, wurde dies auch bei Merulius lacrymans untersucht. Dazu 
wurden zunachst in Agarkulturen 2 verschiedene Rohrzuckerkonzen- 
trationen (pur.) mit je 4 verschiedenen Konzentrationen von DL-«-Alanin 
und Asparaginsdure gepriift. Asparaginsiure hatte sich in den bisher 
angewendeten Konzentrationen als weniger gut fiir die Fruchtkorper- 
bildung erwiesen, daher schien es interessant zu priifen, ob sich eine 
ginstigere Konzentration finden lieBe. 


Um einen Anhaltspunkt fiir die Wachstumsgeschwindigkeit des Mycels 
zu haben, wurde der Zeitpunkt festgehalten, zu dem die Agaroberflache 
in den Erlenmeyerkolben véllig vom Mycel tiberwachsen war; natiirlich 
hat dieses Verfahren keineswegs Anspruch auf groBe Genauigkeit. 
Immerhin war festzustellen (Tab.4), daB das Mycel mit steigender Stick- 
stoffkonzentration linger brauchte, um die Agaroberfliche zu_tiber- 
wuchern. Anderseits zeigte sich, daB die Anlage von Fruchtkorpern im 
Bereich von 0,05—0,4°/, Alanin und 2,5—5°/, Rohrzucker méglich war. 
Reife Fruchtk6orper wurden auf 2,5°/, Rohrzucker bei allen Alaninkonzen- 
trationen gebildet, doch war 0,4°/, Alanin am besten. Bei 5°/, Rohr- 
zucker entstanden auf 0,1°/, Alanin im Laufe von 22 Wochen ebenfalls 
in allen Kolben reife Fruchtkérper, wahrend 0,2 und 0,4°/, Alanin etwas 
schlechter waren, was aber durchaus im Bereich der Fehlerbreite lag. Mit 
L(-+-)Asparaginsiure kam es ebenfalls in den hier untersuchten Konzen- 
trationen von 0,05—0,4°/,, 2,5 und 5°/, Rohrzucker zur Anlage von 
Fruchtkérpern, doch fand sich keine Konzentration, auf der die Frucht- 
kérperbildung ebenso gut gewesen ware, wie auf Alanin. 

SchlieBlich wurde auch noch Glucose als Kohlenstoffquelle gepriift, 
die sich in den vorhergehenden Versuchen als nicht so giinstig fiir die 
Fruchtkorperbildung erwiesen hatte wie Rohrzucker. Als N- Quelle 
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wurden wiederum verschiedene Alaninkonzentrationen gegeben (‘Tab.5). 
Auch hier zeigte sich zunachst, daB das Wachstum mit zunehmender 
Alaninmenge langsamer wurde. Glucosekonzentrationen von 1—5°/,- 
machten keinen Unterschied; bei 10°/, Glucose trat aber eine weitere 
Verzogerung des Flachenwachstums ein; doch zeichnete sich hier das 
Mycel durch besondere Dichte aus. Weiter war festzustellen, daB die 


Tabelle 4. Fruchthérperbildung von Merulius lacrymans domesticus auf Nahrbéden mit 
verschiedenen K ohlenstoff- und Stickstoffkonzentrationen bei 16° Cund 9 Std Licht taglich. 
Es wurden je 5 Kolben angesetzt 


18 Wochen 22 Wochen 30 Wochen 
Substrat Kolben Kolben Kolben 
Rohr- | n-Quelle | Pedeckt | otben mit Kolben mit Kolben mit 
zucker oA i mit reifen mit reifen mit reifen 
; ochen | ansatz | Frucht- | Ansatz | Frucht- | Ansatz | Frucht- 
lo korpern kérpern kérpern 
0,05 & 5 D 1 5 1 5 2, 
25 |01 8 6 5 2 Asuaon? 5 2 
0,2 2 6,5 5 0 5 0 5 2 
0,4 R 7,5 5 0 5 4 S 4 
0,05 g i 4 ) 4 1 4 1 
5 0,1 5 DD 4 3 5 5 5 5 
Oe2i 6 4 2 5 3 5 4 
04 8 7,5 5 0 5 3 5 4 
0,05 ‘ 5 i) 0 0 1 1 1 1 
2,5 | 0,1 ‘qa 6 1 1 2 2 2 2 
0,2 a 6 3 0 3 1 3 1 
0,4 3 7 1 0 1 0 1 0 
0,05 5 5 1 1 | 1 1 1 
5 0,1 ‘a 6 1 0 3 2 3 3 
0,2 Ey 6 0 0 0 0 1 0 
0,4 3 8 1 0 2 paar) 2 2 


Anlage von Fruchtkérpern in einem weiten Konzentrationsbereich még- 
lich war, da mit Glucose als Kohlenstoffquelle aber héhere Alaninkon- 
zentrationen als die sonst angewendeten optimal waren. Wahrend auf 
1°/, Glucose bei keiner Alaninkonzentration in allen angesetzten Kolben 
reife Fruchtkérper entstanden, konnten bei 2,5 und 5°/, Glucose und 
0,4°/, Alanin bereits nach 18 Wochen itiberall reife Fruchtkérper beob- 
achtet werden. Auf 10°/, Glucose ging die Fruchtkérperbildung lang- 
samer vor sich. Erst nach 35 Wochen war die Fruktifikation sowohl mit 
0,2 als auch mit 0,4°/, Alanin 100°/,ig. Es zeigte sich also, daB auch auf 
Glucose eine 100°/,ige Fruchtkérperbildung eintreten konnte, wenn nur 
das pi-«-Alanin im richtigen Konzentrationsverhaltnis gegeben wurde. 
Auf 5 und 10°/, Glucose kam es mit 0,05°/, Alanin dagegen iiberhaupt 
nicht zur Anlage von Fruchtkérpern; was wieder dafir spricht, daB es 
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bei der Fruktifikation von Merulius nicht nur auf die Stickstoff- sondern 
auch auf die Kohlenstoffquelle ankommt, denn auf 5°/, Rohrzucker wur- 
den bei dieser Alaninkonzentration noch Fruchtkérper gebildet. 
Allgemein ]a8t sich im Vergleich mit den Versuchen auf Rohrzucker 
(Tab.4) wohl sagen, daf ein weniger gut fiir die Fruktifikation des Pilzes 


Tabelle 5. Fruchtkérperbildung auf verschiedenen Glucose- und Alaninkonzentrationen 
bet 16°C und 9 Std Licht téglich 
Es wurden je 5 Kolben angesetzt 


35 Wochen 


18 Wochen 22 Wochen 


Substrat Holben Kolben 
Glucose |DL-«-Alanin peat Keer a, fina e an yes ene 
Wochen mit reifen mit reifen mit reifen 
° Ansatz | Frucht- | Ansatz | Frucht- | Ansatz |  Frucht- 
I korpern kérpern korpern 
t 0,1 rn 3 1 3 1 3 t 
0,4 6 5 2 5 9 5 D) 
2,5 0,1 4 5 0 5 0 5 0 
0,4 6 5 5 5 5 5 5 
0,05 4 0 0 0 0 0 0 
3) 0,1 4 4 0 4 0 4 Zz 
0,2 5 5 2 5 a 5 3 
0,4 6 5 5 5 5 3) 3) 
0,05 5,5 0 0 0 0 0 0 
10 0,1 6 0 0 1 1 3 3 
0,2 iT 2 1 B} 1 5 5 
0,4 8 3 | 1 4 3 5 5 


verwertbarer Zucker oder eine niedrigere Konzentration eines gut ver- 
wertbaren Zuckers eine hohere Alaninkonzentration verlangten, um in 
relativ kurzer Zeit zur Fruchtk6orperbildung zu fiihren. 


e) Alter des Impfmaterials 
Da Fark (1913) angegeben hat, daB in altem Mycel die Fruchtkorper- 
bildung gehemmt sei, und da man durch haufiges Uberimpfen ein fruk- 
tifikationswilliges Mycel erlangen kénnte, wurde auch dies noch einmal 
nachgepriift. 


Das hierzu verwendete Impfmaterial wurde in Schragréhrchen mit je 5 cm? 
5°/,igem Biomalzagar herangezogen und jede Woche iibergeimpft. Das Alter des 
Impfmaterials berechnete sich dann jeweils von der letzten Impfung an. Die ver- 
schieden alten Mycelien wurden auf ihre Fruktifikationsfahigkeit in 300 cm* Erlen- 
meyerkolben auf 50 em? Agarnahrboden mit 5°/, Rohrzucker (pur.) und 0,1°/) DL-«- 
Alanin getestet. 
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Sowohl das 3 (= 12mal vor Versuchsbeginn iibergeimpft), als auch 
das 14 (= 1mal vor Versuchsbeginn iibergeimpft) Wochen alte Impf- 
material hatte nach 18 Wochen in allen angesetzten Kolben reife Frucht- 
kérper ausgebildet (Tab.6). Auch die erste Anlage der Fruchtkérper 


Tabelle 6. Fruchtkérperbildung auf Agarndhrbéden mit 5°/, Rohrzucker und 0,1°/, 
DL-a-Alanin mit verschieden altem Impfmaterial (16°C und 9 Std Licht tdglich, 
je 5 Kolben) 


18 Wochen 22 Wochen 


35 Wochen 


Alter des Sere 
Kolben Frucht- 
tke Kolben abr ve Kolben mitt 7 Kolben mit reifen k6rper nach 
in Wochen mit Frucht- mit Frucht- mit Frucht- Wochen 
Ansatz korpern Ansatz korpern Ansatz korpern erschienen 
I 
3 5 5 5 5 3 5 8—10 
4 5 4 5 4 eo 5 9—10 
5 + 4 + + 4+ + 9—17 
6: 5 5 5 5 a, ee 9—18 
7 3 2 3 2 sy 8 8—24 
8 5 5 5 5 5 5 8—14 
3) 5 4 5 4 3) 4 6—14 
10 5 5 5 5 5 5 8—14 
ile 5 5 5 5 5 5 8—14 
12 5 4 5 4 5 5 8—14 
13 5 4 5 4 5 5 8—11 
14 5 5 5 5 5 5 8—14 


wurde bei dem 3 Wochen alten Impfmaterial kaum friher sichtbar als 
bei dem 14 Wochen alten. In den hier untersuchten Grenzen spielte das 
Alter des Impfmaterials also keine entscheidende Rolle fiir die Ausbildung 
von Fruchtkérpern bei Merulius lacrymans domesticus. 


}) Dunkelfruktifikation 
Fax (1913) berichtet, daB Fruchtkérperbildung bei volliger Dunkel- 
heit moglich sei, und CartwricHT u. Frypiay (1946) haben dies be- 
stitigt. Da dies im Gegensatz zu den Ergebnissen unserer Vorversuche 
auf Hefeextrakt stand, wurden mit dem.besser geeigneten DL-«-Alanin 
(0,1°/,) noch einmal Dunkelkulturen angesetzt. Von 10 Kulturen bei 16°C 
zeigten nach 18 Wochen 5 Fruchtkérperansatze und 3 voll ausgereifte 
Fruchtkérper. Eine geeignetere N- Quelle vermag also bis zu einem ge- 

wissen Grade den EinfluB des Lichtes zu ersetzen. 


g) Versuche mit anderen Stimmen 


Die beiden anderen Merulius-Stamme fruktifizierten in Ansaétzen mit 5°/) Rohr- 
zucker und 1°/, Hefe ebenfalls zwischen 80 und 100°/), wenn die Kulturen unter den 
in den Vorversuchen als optimal erkannten Bedingungen gehalten wurden. Die 
Ergebnisse der Untersuchungen sind also nicht auf den einen Stamm beschrankt, 
sondern diirften allgemeinere Giiltigkeit haben. 
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IV. Diskussion 

In ihrem zusammenfassenden Bericht iiber die Fruktifikation der 
Pilze sagt HAWKER (1954), daB innere und auBere Faktoren die Frucht- 
kérperbildung beeinflussen. Die vorliegenden Untersuchungen haben 
gezeigt, daB Merulius lacrymans domesticus sich im allgemeinen in die 
Folge der bisher untersuchten héheren Pilze gut einreihen li8t. Licht, 
Temperatur und eine bestimmte Zusammensetzung der Nahrlésung 
waren fiir die Fruktifikation von entscheidender Bedeutung. Wahrend 
es eine Reihe von Pilzen gibt, die zur Bildung normaler Fruchtkérper 
Licht bendtigen, wie z.B. Ascobolus (CHUAN CHANG Yu 1954), Collybia 
velutipes (PLUNKETT 1953, AscHan 1954), Polyporus brumalis (PLUNKETT 
1956), Polystictus versicolor (KocH 1958) und Pleurotus ostreatus (KocH 
1958), war Merulius lacrymans unter sonst giinstigen Bedingungen auch 
in absoluter Dunkelheit fahig, normale Fruchtkérper auszubilden, doch 
wirkte Licht fordernd auf die Fruktifikation. Fiir Coprinus lagopus wird 
von MApELIn (1956 b) angegeben, daf& Dunkelheit die Anlage der Frucht- 
kérper verzégert, daB aber im Licht und in absoluter Dunkelheit am Ende 
gleich viel Fruchtkérper ausgebildet werden. 

Bereits Kuess (1900) hat festgestellt, da Mycelwachstum und Aus- 
bildung von Fortpflanzungsorganen verschiedene Temperaturoptima 
haben. Litiy u. Barner (1951) geben an, daB die Temperaturspanne, 
die die Bildung von Reproduktionsorganen bei Pilzen erméglicht, in der 
Regel kleiner ist als die, in der vegetatives Wachstum erfolgt. Bei Meru- 
lius lacrymans, dessen 'Temperaturoptimum fiir das Wachstum mit 
22 —23°C (Mzz 1908, Carrwricut u. Finpiay 1946) angegeben wird, 
war, wie die hier angestellten Versuche zeigten, eine relativ niedrige 
Temperatur (16°C) giinstig fiir die Fruchtkéorperbildung. Hierin gleicht 
er Polyporus brumalis (PLUNKETT 1956). Auch fiir Collybia velutipes 
(AscHan 1954) werden Temperaturen von nur 10—15°C als notwendig 
fiir die Ausbildung normaler Fruchtkorper angegeben. KtHiwetn (1953) 
fand bei Plewrotus ostreatus Temperaturen unter 16°C wichtig fiir die 
Fruktifikation auf synthetischen Nahrbéden, doch gelang es Kocu (1958), 
denselben Pilz auch bei Zimmertemperatur zur Fruchtkérperbildung 
za bringen. -LAMPREcCHT (1958) beobachtete bei ihren Versuchen 
iiber die Verwertung organisch gebundenen Stickstoffs und Kohlen- 
stoffs durch Merulius wiederholt die Ausbildung von Fruchtkéorpern 
und fiihrt dies unter anderem auf die Einwirkung von Temperatur- 
schwankungen, die durch plétzliche Anderungen der Wetterbedingun- 
gen auftraten, zuriick. Durch die vorliegenden Versuche ist nun aber 
eindeutig nachgewiesen, daB der echte Hausschwamm bei standig 
gleich bleibender niedriger Temperatur (16°C) unter sonst giinstigen 
Ernahrungs- und Beleuchtungsbedingungen zu 100°/,iger Fruktifikation 
kommt. 
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Fiir hohere Pilze gibt es nach Linty u. BARNETT (1951) héchstwahr- 
scheinlich keine speziellen Substanzen, die die Fruchtkérperbildung her- 
vorrufen (vgl. Kocu 1958). Dafir sprechen auch die vorstehenden Ver- 
suche; unser Pilz vermochte auf 18 verschiedenen organischen und 
anorganischen Stickstoff- und 4 verschiedenen Kohlenstoffverbindungen 
zu fruktifizieren. PELLETIER u. Kerrr (1954) geben ebenfalls an, daB 
Pilze im allgemeinen kein absolutes Bediirfnis fiir eine bestimmte Amino- 
siure haben. Doch zeigte sich in unseren Versuchen, daB pi-«-Alanin 
und ebenso ein bestimmter Zucker (Rohrzucker) bei entsprechend giin- 
stigen Licht- und Temperaturbedingungen besonders geeignet ist, mit 
groBer RegelmaBigkeit Fruchtkérperbildung beim Hausschwamm her- 
vorzurufen. Und zwar sind dies Verbindungen, die, wenn auch gutes, so 
doch durchaus kein optimales Mycelwachstum des Pilzes ermoglichen 
(vgl. Zoperst 1952b, LAMPRECHT 1958). Da®8 Rohrzucker fiir die 
Fruchtkérperbildung besser ist als Glucose, wurde von Hawker (1939) 
auch fiir den Ascomyceten Melanospora destruens beobachtet. Bei diesem 
Pilz ist erhdhte Perithecienbildung mit hoher Atmung verbunden (Haw- 
KER 1944), und auf Rohrzucker atmet der Pilz starker als auf Glucose 
(Hawxer 1947). Liniy u. Barnert (1951) nehmen daher an, da Rohr- 
zucker deshalb giinstig fiir die Fruchtkérperbildung sei, weil er sich 
leichter phosphorylieren laBt als Glucose. Ahnliche Verhiltnisse konnten 
auch bei Merulius lacrymans eine Rolle spielen. 

Von verschiedenen Pilzen ist bekannt, da8 ein bestimmtes C/N-Ver- 
haltnis fiir die Fruchtkérperbildung optimal ist (vgl. WESTERGAARD u. 
Mrrconett 1947, Prunketr 1953, AscHan 1954, HAWKER 1954). Beim 
Hausschwamm war die Anlage von Fruchtkérpern auf Rohrzucker bzw. 
Glucose und pi-«-Alanin in einem relativ groBen Konzentrationsbereich 
méglich, doch waren fiir eine schnelle, zuverlissige Ausbildung reifer 
Fruchtkérper bestimmte Konzentrationen optimal. Dabei zeigte es sich, 
daB auch auf einem schlechter fiir die Fruchtkérperbildung von Merulius 
lacrymans verwertbaren Zucker (Glucose) 100°/,ige Fruktifikation ein- 
treten kann, wenn hdhere Alaninkonzentrationen angewandt werden, 
als sie zur Fruchtkérperbildung auf dem gut verwertbaren Rohrzucker 
notwendig sind. Welche physiologischen Zusammenhinge hier eine Rolle 
spielen, wurde bei Merulius bisher noch nicht untersucht. 


Zusammenfassung 


1. Licht (9 Std taglich, 400—600 Lux Intensitat) und niedrige Tem- 
peraturen (16°C) forderten die Fruchtkérperbildung bei Merulius lacry- 
mans domesticus. 


2. Auf Agarnahrbéden mit Rohrzucker wurden auf 16 von 22 unter- 
suchten Aminosiéuren und Amiden Fruchtkérper gebildet. 


Die Fruchtkérperbildung von Merulius lacrymans domesticus Falck 147 


3. Bei gleichen Stickstoffmengen war pi-c-Alanin sowohl in Agar- als 
auch in Flissigkeitskulturen die beste N-Quelle fiir die Fruchtk6rper- 
bildung. 

4. Auch auf anorganischen N-Verbindungen (KNO, und NH,Cl) war 
Fruchtkérperbildung moéglich, wenn die Stickstoffkonzentration nicht zu 
hoch war. 

5. Wenn Alanin als Stickstoffquelle gegeben wurde, vermochte Meru- 
lius sowohl auf Pentosen als auch auf Mono- und Disacchariden reife 
Fruchtkérper zu bilden. Rohrzucker erwies sich als am besten fiir die 
Fruktifikation. 


6. Fiir eine optimale Fruchtkérperbildung waren die Konzentrationen 
der C- und N-Quellen von Bedeutung. Schlechter fiir die Fruktifikation 
verwertbare Zucker (Glucose) oder geringere Konzentrationen eines gut 
verwendbaren Zuckers (Rohrzucker) erforderten hohere p1i-«-Alanin- 
konzentrationen. 

7. Das Alter des Impfmaterials hatte in den untersuchten Grenzen 
von 3—14 Wochen keinen EinfluB auf die Fruchtkérperbildung. 


Herrn Prof. Dr. R. Harper danken wir fiir die Anregung zu dieser Arbeit und 
das Interesse, das er ihr stets entgegenbrachte. 
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir Sachbeihilfe. 
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Die Bruttogleichung der CO,-Assimilation von Nitrobacter 
winogradskyi Buch * 


Von 
HORST ENGEL und PETER MICHEL 


Mit 1 Textabbildung 
(Hingegangen am 21. Mai 1959) 


Es wird vielfach angenommen, da die CO,-Assimilation der chemo- 
autotrophen Bakterien der Bruttogleichung der Photosynthese folgt: 


H,O + CO, + 113 kcal + (CH,O) + 0,. (1) 


Um festzustellen, ob die Gleichung zutrifft, miiBte man die auftretende 
O.-Menge kennen. Sie mii8Bte so groB sein wie die assimilierte CO,-Menge. 
Die Bestimmung des Assimilationssauerstoffs bei den aeroben chemo- 
autotrophen Bakterien stot jedoch auf bedeutende Schwierigkeiten, da die 
Assimilation von der sauerstoffverbrauchenden Substratoxydation tiber- 
lagert wird. Als Beispiel mége Nitrobacter winogradskyi dienen. Dieses 
Bakterium oxydiert etwa 90 Mol Nitrit zu Nitrat, damit es 1 Mol CO, 

assimilieren kann: 
90 NO,- + 45 O, + 90 NO,- + 1620 kcal. (2) 


Vereinigt man die Gln. (1) und (2), so ergibt sich folgender Gesamt- 
brutto-Umsatz : 


90 NO,- + 44 0, + H,O + CO, > 90 NO,- + (CH,O) + 1507 kcal. (3) 


Der Sauerstoffverbrauch der Nitritoxydation erfahrt somit durch die 
CO,-Assimilation eine Herabsetzung um 1/,, oder 2,2°/). Auf die Erfassung 
dieses geringen Betrages kommt es an, will man die Assimilations- 
gleichung bei Nitrobacter auf ihre Richtigkeit priifen. 

Das Beispiel zeigt auch, wie man dabei vorzugehen hat. Man bestimmt 
die O,-Menge, die fiir die totale Oxydation einer gegebenen Menge 
Substrat erforderlich ist, und verwendet dazu nichtassimilierende und 
assimilierende Zellsuspensionen, entsprechend den Gln. (2) und (3). 
AuBerdem bestimmt man die Menge des von den Bakterien nach Gl. (1) 
aufgenommenen COQ,. 

* Nach einem Prof. Dr. W.Mervius zum 65. Geburtstag gewidmeten Manuskript. 


Uber den Inhalt desselben wurde auf der 27. Tagung der Deutschen Gesellschaft 
fiir Hygiene und Mikrobiologie in Essen im April 1959 bereits kurz referiert. 
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BAALSRUD u. BAALSRUD (1952/54) haben diesen Weg beschritten. Sie 
arbeiteten mit verschiedenen Arten der Gattung T'hiobacillus und ermit- 
telten den nach totaler Oxydation der vorgelegten Thiosulfatmenge in 
der Warburgapparatur auftretenden Druckfall. Die Assimilation wurde 
durch CO,-Entzug mittels KOH verhindert. Dabei zeigte sich, da in den 
CO,-frei oxydierenden Ansatzen der Druckfall starker war als in den 
Ansitzen mit CO,. Die Differenz, in Mol O, ausgedriickt, war in der Tat 
so groB wie die assimilierte CO,-Menge. Manometrisch folgte somit die 
CO,-Assimilation der Thiobacillen der Gl. (1). 

Wir stellten ahnliche Untersuchungen mit Nitrobacter an, tiber die im 
folgenden berichtet wird. Sie zeigten, da® Gl. (1) auch bei diesem Bak- 
terium zutrifft. 


Methodik 

Wir blockierten die CO,-Assimilation nicht durch CO,-Entzug, sondern durch 
Zufiigen von DNP (= 2,4-Dinitrophenol). Dieses hemmt in geeigneter Konzentra- 
tion die Nitritoxydation nicht wesentlich (ENGEL u. Mitarb. 1954). Die Beseitigung 
des CO, aus den Zellsuspensionen mit KOH hatte sich als nachteilig fiir Nitrobacter 
erwiesen, sofern die Warburgversuche langer als 10—20 Std dauerten. 

Aus den nach Gl. (2) und (3) umgesetzten O,-Mengen wurde der Rohnutzeffekt 
der Nitritoxydation nach folgender Formel berechnet: 


(hg — hy): k, - 100 
hg + ke é 
Darin bedeuten: h, = O,-Verbrauch in Abwesenheit von DNP, h, = O,-Verbrauch 


in Anwesenheit von DNP, k, = je Mol O, nach Gl. (1) gebundene Energiemenge, 
ka = je Mol O, nach Gl. (2) entbundene Energiemenge. 


Rohnutzeffekt = 


Wiirde die so erhaltene chemosynthetische Ausbeute etwa so gro8 sein, 
wie die aus dem bekannten Quotienten Cags./Nox.errechnete, ware die 
Giiltigkeit der Gl. (1) erwiesen. Die Ubereinstimmung wiirde besagen, 
daB die Differenz im O,-Verbrauch der Gln. (2) und (3) so groB ist wie 
der assimilierte und in organische Bindung iibergegangene CO,-Betrag. 


Der Hauptraum der WarburggefaBe erhielt jeweils 3 ml Bakteriensuspension, 
0,5 ml NaHCO,-Lésung (80 g/l) und 0,5 ml NaNO,-Lésung (8 g/l), entsprechend 
einer Endkonzentration an Nitrit von 1 mg/ml. Die py-Zahl der Lésung betrug 7,5. 
Da sie gut gepuffert war, wirkte sich die CO,-Entnahme der Bakterien nicht nen- 
nenswert auf den CO,-Partialdruck im Gasraum aus. Die Zellsuspensionen wurden 
stets 10 Tage alten Anzuchtkulturen entnommen, die seit 2 Tagen nitritfrei und 
absolut sauber waren. Die darin enthaltene Bakterienmenge entsprach jeweils dem 
durch Oxydation von 3 mg Nitrit entstandenen Bakterienbewuchs. 

Die WarburggefaBe mit gehemmten Zellsuspensionen wurden genauso be- 
schickt, nur erhielten sie im Hauptraum anstelle der NaHCO,-Lésung 0,5 ml einer 
2,4- 10-2 M DNP-Lésung. Die wirksame Endkonzentration betrug somit 3 - 10~* M. 
Diese Konzentration hatte sich in den Vorversuchen als die giinstigste erwiesen. 
Die Temperatur des Wasserbades betrug 30°C, die Schiittelfrequenz der Warburg- 
gefaBe etwa 80 Schwingungen/min. 

Da die zu messende Differenz h,—h, hdchstens 2,2°/, des Gesamt-O,-Verbrauches 
ausmachen konnte, war mit einem betrachtlichen Fehler zu rechnen. Wir 
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versuchten daher, diesen durch eine méglichst groBe Zahl von Messungen zu ver- 
ringern. Es wurden daher 7 Versuchsserien mit je 6—8 Warburg-Ansatzen durch- 
gefiihrt. Die Gesamtzahl der Versuchsansitze betrug 50, davon je 25 mit und ohne 
DNP. 

Alle Ansatze wurden am Ende eines jeden Versuches durch Abimpfen auf Bouil- 
lon-Hefewasser auf Reinheit gepriift. Dabei zeigte sich, daB etwa 17°/, der Ansitze 
durch Fremdorganismen verunreinigt waren, die durch die Versuchsmanipulationen 
in die Zellsuspensionen gelangt waren. Der O,-Verbrauch dieser Ansitze lag aber 
im Mittel nicht auBerhalb des Bereiches der sauber gebliebenen. 


Ergebnis 


Der Verlauf der beiden Nitrifikationskurven ist in Abb.1 dargestellt. 
Wie erwartet, verbrauchten die Zellsuspensionen fiir die totale Oxyda- 
tion der vorgelegten Nitritmenge im Mittel etwas mehr O,, wenn die 
CO,-Assimilation durch DNP 
blockiert wurde. In Gegenwart 
von DNP wurden 631 + 3 wl O, 600 
verbraucht, ohne DNP617+3yl. 

Die Differenz stellt mit 14 + 4ul 500 
die GréBe h,—h, dar, die der 
assimilierten CO,-Menge aqui- 


8 400 
molar sein muB. 8 
. ee oS) 
Setzt man die Werte fir s 
den Sauerstoffverbrauch der ‘30 
gehemmten und nichtgehemm- 4 joseaan 


ten Zellsuspensionen in die 
Formel des Nutzeffektes ein, 
erhalt man: 


200 


(631 — 617) - 113-100 70) ay eae 
631 - 36 cee Us 
Dieser Wert stimmt vollig , 7 aalelist7 Sas Sa Taal ae 
mit den Angaben der Litera- Abb. 1. O.-Verbrauch von WNitrobacter wino 
ss - _ gradskyi in Gegenwart (= h.) und in Abwesen- 
tur tberein (Baas BECKING U. heit (= h;) von DNP. Versuchsbedingungen: 
Parks 1927, Stern — 1933). siehe Text 


Diese Autoren legten ihren 

Berechnungen den von MeryerHor (1916) bestimmten Quotienten 
Mol Cass./Mol Nox. = 1/9) zugrunde, den spater auch BOMEKE (1954) fand. 
Der von uns beschrittene Weg, aus dem manometrisch ermittelten Roh- 
nutzeffekt den assimilierten CO,-Betrag zu berechnen, hat sich damit 
als gangbar erwiesen. Die Methode ware nicht brauchbar gewesen, wenn 
sie zu einem anderen Wert fiir die chemosynthetische Ausbeute gefiihrt 
hatte. Es sei noch hinzugefiigt, daB die endogene Atmung der Zellsuspen- 
sionen so gering war, daB sie vernachlassigt werden konnte. Auch wurde 
sie von DNP nicht meBbar beeinfluBt. 
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Damit diirfte bewiesen sein, daB die Gl. (1) auch von Nitrobacter be- 
folgt wird, sofern man sie manometrisch nachpriift. Die zwischen assi- 
milierenden und nichtassimilierenden Zellsuspensionen nach Beendigung 
der Nitritoxydation vorliegende Druckdifferenz — umgerechnet in Mol 
Sauerstoff — entspricht der Anzahl Mol CO,, die assimiliert wird. 


SchluSbetrachtungen 

Die manometrische Giiltigkeit der Gl. (1) beweist jedoch noch nicht, 
daB assimilierende Zellen von Nitrobacter Sauerstoff bilden. Fir das Auf- 
treten der Druckdifferenz h,—h, lassen sich 3 Erklarungen heranziehen: 

1. Es wird wie bei der Photosynthese freier Sauerstoff gebildet, der 
seine Entstehung dem Zerfall der Komponente (OH) der chemolytischen 
Wasserspaltung verdankt: 

4 H,O + CO, > (CH,O) + H,0 + 4 (OH) 
4 (OH) — 2 H,0, > 2 H,O + Oz. 

2. Freier Sauerstoff wird nicht gebildet. Das iiberschiissige (OH) wird 
durch Nitrit beseitigt.. Die hierdurch beanspruchte Nitritmenge ent- 
spricht 1 Mol O,, das bei der Substratoxydation weniger verbraucht 
wird: 

4 (OH) + 2 NO, +2-H,O + 2 NO,-. 

3 Freier Sauerstoff wird nicht gebildet. Eine chemolytische Wasser- 
abspaltung erfolgt nicht. Wasser ist daher nicht der H-Donator der CO,- 
Assimilation. An dessen Stelle tritt Nitrit. Freier Sauerstoff und CO, 
teilen sich gem dem folgenden Schema in die Oxydation des Nitrits: 


2. NO,- + H,0 + CO, + 77 kcal > 2 NO,- + (CH,0) 
88 NO,- + 44 0, -—> 88 NO,- + 1584 keal. 


Die durch CO, oxydierte Nitritmenge entspricht wiederum 1 Mol O,, 
das weniger verbraucht wird. Addiert man beide Gleichungen, ergibt 
sich wieder der Gesamt-Bruttoumsatz der Gl. (8). 

Eine Entscheidung dariiber, welche dieser 3 Annahmen zutrifft, laBt 
sich zur Zeit nicht geben. Gegen die erste Annahme spricht das 
unbefriedigende Ergebnis aller bisherigen Versuche, bei den Salpeterbak- 
terien Katalase nachzuweisen. Sie besitzen offenbar nicht die enzyma- 
tischen Einrichtungen zur Freisetzung von Sauerstoff. Gegen die 3. An- 
nahme la®t sich folgender Einwand erheben: Die totale Oxydation von 
NO,- zu NO,~ verlangt ein so hohes Redoxpotential, dai eine damit 
gekoppelte Reduktion von CO, zu (CH,O) nicht méglich ware, sofern 
TPN als H-Ubertrager fungiert (siche Lezs 1955). Somit bleibt als wahr- 
scheinlichste die 2. Annahme iibrig, die ihr Analogon bei den gefarbten 
Schwefelbakterien hat. Diese beseitigen das tiberschiissige (OH) der 
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photolytischen Wasserspaltung durch Substrat. Nach KAMEN u. VERNON 
(1954) ist daran eine besondere ,,Lichtoxydase“ beteiligt. Sofern die 
Nitritoxydation durch Cytochrome katalysiert wird (LrEs 1955; Lexzs 
u. Smmpson 1955, 1957; ALuEM u. ALEXANDER 1958), braucht man nur 
anzunehmen, dal die- Cytochromoxydase die Komponente (OH) in 
ihren Wirkungsbereich einbezieht. 


Zusammenfassung 


Es konnte gezeigt werden, daB der Stoffumsatz der Chemosynthese 
von Nitrobacter manometrisch der Bruttogleichung der Photosynthese 
folgt. Es scheint jedoch kein Assimilationssauerstoff aufzutreten, da die 
Komponente (OH) der Chemolyse des Wassers vermutlich durch Nitrit 
reduziert wird und nicht in H,O und O, zerfallt, wie bei der normalen 
Photosynthese. Der Bruttoumsatz der CO,-Assimilation von Nitrobacter 
volizieht sich damit héchstwahrscheinlich nach folgender Gleichung: 


3 H,O + CO, — (CH,0) + 4 (OH). 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefihrt. 
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Fermentative Production 
of 2,3 Butanediol by Aerobacter aerogenes 


By 
M. P. SINGH and P. S. KRISHNAN 


(Eingegangen am 30. Mai 1959) 


Happen and Waxrote (1906) first reported the production of 2,3 
butanediol by Aerobacter aerogenes. It has since been shown that Bacillus 
polymyxa (DONKER 1926), Aerobacter cloacae (THompson 1912), Aero- 
bacter indologenes (MickELSON and WERKMAN 1938), Pseudomonas 
hydrophila (StaNIER and ADAMS 1944), Serratia plymuthicum (PEDERSON 
and Breep 1928) and Bacillus subtilis (NEIsH 1945) ferment carbo- 
hydrate to produce 2,3 butanediol as a major metabolic product. Detailed 
studies on the influence of cultural and environmental factors in 2,3 
butanediol fermentation have been carried out by FREEMAN (1947), 
using B-199 strain of A. aerogenes. Oxson and Jonnson (1948) reported 
high yields of 2,3 butanediol with aerated cultures of A. aerogenes, 
growing in dextrose solution. These studies suggest that A. aerogenes is 
probably the most efficient organism in the conversion of sugar into 
2,3 butanediol. As a preliminary to a detailed investigation of the 
pathway of formation of 2,3 butanediol from sugar, a large number of 
strains of A. aerogenes was screened to select the best producers. A brief 
account of our findings is being reported, since some strains have been 
found to ferment sugar rapidly in surface cultures, with high yields of 
2,3 butanediol. 

Materials and Methods 

Sixty two type strains of A. aerogenes from the Kauffmann collection, State 
Serum Institute, Copenhagen, were made available to us through the kind courtesy 
of Department of Pathology and Bacteriology, K. G. Medical College, Lucknow. 
Strains were maintained by transfer on slants of medium containing per liter, 50 gm. 
tryptone, 1 gm. glucose, 5 gm. yeast extract and 15 gm. agar. Starter cultures were 
developed by growing the organism for 16 hours at 30°C. in a stationary medium 
which contained per liter, 50 gm. glucose; 0.25 gm.MgSO, - 7H,0; 0.60 gm. K,HPO,; 
5.0 gm. (NH,),.SO, and 5.0 gm. CaCO,. All ingredients excepting CaCO, were 
dissolved in water and sterilized by autoclaving at 15 psi. for 30 minutes. CaCO, was 
sterilized separately and mixed with the medium before inoculation. Fermentation 
was carried out in 250 ml. Erlenmeyer flasks containing 50 ml. of the synthetic 
medium consisting of sucrose 100gm.; K,HPO, 2.5 gm.; (NH,).SO, 4.0 gm.; 
MgSO,:7H,0 0.1 gm.; KCl 0.5 gm. and FeSO,:7H,0 0.01 gm. per liter. Salts 
were dissolved in water and the reaction adjusted to py 7.6. Sugar was dissolved 
separately and these two solutions were mixed and sterilized after plugging loosely 
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with cotton wool. Sterile CaCO, in amount of 0.6 gm. was added to each flask. 
Inoculation of each flask was effected with 0.5 ml. of starter culture. The cultures 
were grown stationary at 30°C. The course of fermentation was followed at intervals 
of 24 hours. A minimum of 3 flasks was chosen at random for each analysis. 

The cultures were deproteinized by the method of Frrmman and Morrison 
(1946). Sugar was estimated by the colorimetric method of Netson (1944) after 
inversion. 2,3 Butanedio! was determined by the method of FREEMAN and Morrison 
(1946), with the modification that the estimation was made directly on distilled 
liquor by JoHnson’s method (1944). Acetylmethylcarbinol (acetoin) was estimated 
by Jounson’s (1944) modification of LANGLYKKE and PETERSON’s method (1937). 


Experimental results 


It was found that the 62 strains investigated fell roughly into 3 groups 
on the basis of the rate of sugar utilisation. One group comprised of 


Table. 2,3 Butanediol fermentation by Aerobacter aerogenes 


Third day Fourth day 


Strain 2,3 Butanediol i 2,3 Butanediol é 

Acetoin Acetoin 

No. gm./l. | 28 ‘/o of | as “/o of | gm,/l. gm./I, | 28 “/o of | as Jo of | gm./l. 

ae ee, |e | me | euem motiom 

14 23.9 23.9 25.2 1.37 22.8 22.8 22.9 2.56 
iN 22.5 22.5 23.7 1.18 22.6 22.6 22.7 2.19 
19 17.0 17.0 1iten 1.78 23.5 23.5 24.6 3.08 
21 17.8 17.8 25.2 1.86 30.0 30.0 41.0 2.53 
22 16.0 16.0 17.4 2.25 28.2 28.2 29.1 2.57 
23 18.2 18.2 37.5 0.54 22.7 22.7 25.8 2.00 
25 13.4 13.4 18.5 0.90 23.3 23.3 27.7 1.80 
26 12.6 12.6 26.1 0.97 28.0 28.0 31.7 Al 
a7 18.6 18.6 30.9 1.35 26.1 26.1 26.4 3.03 
28 10.0 10.0 20.1 0.60 22.0 22.0 24.3 2.61 
29 14.1 14.1 25.4 0.67 26.0 26.0 29.5 1.49 
33 19.6 19.6 34.6 0.64: 20.2 20.2 28.7 1.96 
34 20.3 20.3 | 27.6 0.97 21.6 21.6 22.7 2.46 
45 10.2 10.2 Lived 0.55 26.8 26.8 29.8 1.35 
48 18.4 18.4 26.7 0.36 24.4 24.4 26.0 2.28 
49 17.5 17.5 25.8 0.54 23.0 23.0 26.9 1.90 
50 unyiei iNet Ness aod Oa 2.39 27.5 27.5 28.3 3.49 
61 28.0 28.0 38.7 0.86 25.4 25.4 27.0 | 2.04 
b4 14.0 12.7 15.2 0.63 20.2 18.4 21.1 1.51 
56 21.0 ihe | 21.6 0.55 20.2 18.4 20.3 1.66 
57 18.9 17.2 20.8 0.56 19.6 17.8 Lon 1.45 
60 21.3 19.4 22.3 0.49 20.8 18.9 20.8 1.36 
61 21.7 19.7 22.5 1.45 19.6 17.8 20.2 1.61 
64 18.2 16.5 18.2 1.47 26.5 24.1 26.7 1.53 
67 14.3 13.0 17.9 2.11 19.9 18.1 22.2 2.02 
68 12.1 11.0 19.9 1.03 19.4 17.6 20.8 1.51 


those strains (about 15 in all) which utilized 40 —70°/, of the carbohydrate 
at the end of 4 days. 2,3 Butanediol production ranged from 10—33°/, 
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of the total sugar utilized, but being slow fermenters, these strains were 
not investigated further. The second group consisted of those strains 
(about 30 in number) which fermented 80 —95°/, of the total sugar at 
the end of 4 days. The third group was made up of the fast fermenting 
strains, which utilized over 90°/, of the sugar at the end of 3 days. The 
yields of 2,3 butanediol and acetoin obtained from the fast fermenters 
(group 3) and some of the strains from group 2 are recorded in the 
following table. 


As evident from the above table, the different strains showed variation 
in the yield of 2,3 butanediol. Nine strains produced over 25 gm./l. of 
2,3 butanediol at the end of 4 days. The highest yield of 30 gm./l. of 
2.3 butanediol was given by strain number 21, corresponding to a 
transformation of 41°/, of the sugar utilized, and 30°/, of the sugar 
added. Acetoin was present in all the cultures in yields varying from 
2—15°/, of the butanediol. The ratio of acetoin to 2,3 butanediol 
was considerably higher on the fourth day as compared to the 
third day. 


Discussion and Summary 


FREEMAN (1947) reported that in two unstirred and unaerated cultures 
of A. aerogenes, using the medium in deep layers, the percentage of 
fermentation was 70 in 144 hours, and 26.5 in 91 hours. The yield of 
butanediol was 36.5 and 19.9, expressed as percent of sugar fermented, 
but only 25 and 5, respectively, when expressed as percent of total sugar. 
Several of the strains investigated by the present authors are able to 
ferment 80—100°/, of the sugar in 3—4 days in surface culture, when the 
medium was used in shallow layer. Amongst these, some are quite 
efficient in transforming the fermented sugar into 2,3 butanediol. In one 
case (strain 26) it is 32°/, and in another (strain 21) as high as 41°/o. 
Aerated and agitated cultures have been reported to ferment sugar more 
rapidly and to give higher yields of butanediol (FREEMAN 1947, OLSON 
and JOHNSON 1948). 


Acetoin is an invariable minor constituent of 2,3 butanediol fermen- 
tation. 2,3 butanediol is believed to be formed by the reduction of 
acetoin. StaHLy and WERKMAN (1942) found that the redox potential 
of the culture fell when the fermentation was vigorous and 2,3 butanediol 
was the main product; but when the sugar was almost used, the redox 
potential rose, with simultaneous increase in acetoin production. Our 
observations show that the amount of acetoin present on the third day 
(1.56—6°/, of the butanediol), when the fermentation is vigorous, is less 
then the amount on the fourth day (5—15°/, of the butanediol), when the 
fermentation has slackened. 
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The Formation of Cis Aconitic Decarboxylase in Culture 
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By 
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(Hingegangen am 9. Juni 1959) 


Earlier theories concerning the biosynthesis of itaconic acid have been 
reviewed by BrentTLtEy and THIESsEN (1957a). The discovery of cis 
aconitic decarboxylase in the mycelium of Aspergillus terreus by these 
authors (1957b) lends strong support to the origin of itaconic acid from 
cis aconitic acid by decarboxylation. As a preliminary to the purification 
and characterization of this enzyme, the present authors made a quan- 
titative study of its activity at definite intervals during itaconic acid 
fermentation by A. terreus. The following is a brief report of our findings. 


Materials and Methods 


Preliminary screening led to the choice of strain NRRL 265 of A. terreus for 
surface fermentation. The stock culture was obtained from the National Chemical 
Laboratory, Poona, and was maintained by transfers on potato dextrose agar 
medium. The fermentation medium was the one recommended by LarsEn (1957) 
and contained, per liter, sucrose 100g. NH,SO,3g.; CaSO, 3 g.; KH,PO, 0.1 ¢. and 
MgSO, 0.5 g. Filtered tube well water was used for making the solution; its pq was 
left unadjusted. 75 ml. of the medium was dispensed into 500 ml. pyrex Erlenmeyer 
flasks, autoclaved and seeded with the active spores. The culture was grown statio- 
nary at a temperature of 30°C. At definite intervals 3 or more flasks were harvested 
for analysis. The metabolism fluid was drained off and made to volume. Aliquots of 
the solution were used for the estimation of reducing sugar, after inversion, by 
Somoeyr’s method (1952) and itaconic acid by the permanganate oxidation method 
(BentLEy and THiEssen 1957c). Other aliquots were dialysed against distilled 
water, adjusted to py 6 and tested for enzyme activity. The washed mycelia were 
pooled together and samples taken for dry weight determination. Other samples were 
frozen at —20°C. overnight. The mycelia were thawed and ground in a chilled 
mortar using sand and 0.2m phosphate buffer, py 6.5. The volume of the homogenate 
was noted and aliquots were taken for enzyme assay and nitrogen estimation 
without centrifugation. The assay of the enzyme was carried out according to 
BentLey and THrEssen (1957b). A control experiment with boiled preparation was 
also included. The carbondioxide liberated during a 20 minute run was taken as the 
measure of the enzyme activity. One unit of the enzyme was defined as that amount 
which gave rise to 1 wl. carbondioxide under the conditions of the experiment. 
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The specific activity was expressed in terms of units of activity per mg. dry weight 
and mg. nitrogen. The substrate, cis aconitic anhydride, was prepared in the 
laboratory starting from citric acid. (Dantet et al 1957 and Buarr 1943). 


Experimental Results 


The analytical data for two typical fermentations are given in the 
following table, the calculations having been made on the basis of 75 ml. 
of culture solution. 


Table. Itaconic acid fermentation by A. terreus 


Days of ¥ Dry wt. Sp. activity in units 

fermen- eae Bue mng. ee 

tation 2 inmg. | mg. dry wt. nitrogen in units 
3 260 200 0.74 148 
4 340 316 NST 537 
5 385 1.42 Den 
6 415 0.76 315 
7 435 nil nil 
9 1300 Dilo not 

tested. 

3 230 182 nil 
5 530 292 1.26 29.8 368 
a 750 367 0.64* 12.8* 235* 
9 970 450 1.04 23.6 469 


* Mycelium was analysed after storage overnight at 0—5°C. 


Discussion and Summary 


Experiments reported above show that cis aconitic decarboxylase is 
present in the mycelium of A. terreus cultured under the conditions for 
optimum itaconic acid formation. The earliest day when the mycelium 
could be harvested was the third day of incubation. This felt showed 
enzymatic activity in some cultures, but in others it was inactive. 
However, the mycelia harvested on the 4th, 5th, and 6th days were 
invariably active. Further incubation resulted in a loss of the enzyme in 
certain cultures, but in others the enzyme activity remained unchanged. 
The dialyzed metabolic fluid showed no activity on any day indicating 
that cis aconitic decarboxylase is a purely intracellular enzyme, or that 
it is so unstable that once excreted into the medium it is rapidly in- 
activated. The mycelia used for the enzyme assay had always been 
stored at —20°C. and thawed immediately before use. In one experiment 
where it was kept overnight at 0—5°C, there was a marked drop in the 
enzyme activity. The highest specific activity was observed in the 
mycelium harvested after 4—5 days of incubation, when sporulation 
just set in. Acetonization of mycelium stored in the frozen state led to 
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almost complete inactivation of the enzyme. Significant loss of enzymic 
activity was observed also when the mycelium was reanalysed after 
storage for 10 —20 days in the frozen condition. 
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Untersuchungen itiber die Wirkung des Lichts 
auf die Zellteilung von Chlorella pyrenoidosa* 


Von 
FRIEDRICH WANKA 


Mit 24 Textabbildungen 
(Eingegangen am 19. Mai 1959) 


Bei einer Reihe von pflanzlichen Entwicklungsvorgaingen, wie z.B. 
der Entleerung der Fortpflanzungszellen bei Algen, konnte beobachtet 
werden, da sie einem rhythmischen Wechsel unterliegen, der von der 
Tageszeit abhangig ist. Dartiber hat ALEXANDER Braun bereits um die 
Mitte des vorigen Jahrhunderts (1849/50) berichtet, unter anderem auch 
fiir die Zellteilung von Spirogyra. In neuerer Zeit hat diese Erscheinung 
im Zusammenhang mit dem Problem der endogenen Tagesrhythmik bei 
hdheren und niederen Pflanzen in zunehmendem Mafe an Interesse ge- 
wonnen (vgl. z.B.: UEBELMESSER 1954, BUHNEMANN 1955, PrIRSON u. 
Scu6n 1956, Biwnrne 1958, sowie ferner die dort zitierte Literatur). Bei 
der Sporenbildung (Autosporen) von Chlorella haben Tamtya u. Mitarb. 
(1953) durch rhythmischen Licht-Dunkel-Wechsel erreicht, da8 sich alle 
Zellen einer Kultur synchron, also gleichzeitig oder in Gruppen, zu ganz 
bestimmten Zeiten teilten (Teilungsschiibe). Im Dauerlicht erfolgte die 
Zellteilung dagegen kontinuierlich. Das zeigt, daB das Licht bei der Aus- 
lésung der Zellteilungen von entscheidender Bedeutung ist. Man hat 
daher mit Recht diese Teilungsrhythmik als Ausgangspunkt fiir Unter- 
suchungen tiber die Wirkung exogener Faktoren auf die Zellteilung gewahlt. 

Die Ergebnisse fielen jedoch sehr verschieden aus und widersprechen 
sich zum Teil (T1scHLER 1951); je nachdem, ob sich das Objekt am Tag 
oder in der Nacht teilte, war man geneigt, dem Licht eine fordernde oder 
eine hemmende Wirkung zuzuschreiben. TISscHLER gelangte daher zu dem 
SchluB, daB es nur einen indirekten HinfluB auf die Mitose haben kann, 
und LoRENZEN (1957) konnte dann zeigen, daB der Zeitpunkt der Zell- 
teilung bei Chlorella jeweils durch einen 16—20 Std vorhergehenden 
Lichtbeginn einreguliert wird. Méglicherweise haben wir hier den Schliis- 
sel zur Aufklérung eines Teiles der erwahnten Widerspriiche. Fiir Chlo- 
rella konnte weiter nachgewiesen werden, daf eine einmal eingespielte 
Teilungsrhythmik auch bei Ubertragung der Kultur in Dauerlicht be- 
stehen bleibt (Merrert 1954). Die Erklarung dafiir ist einfach. Bei einem 


* Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultaét der Univer- 
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genetisch einheitlichen Material ist zu erwarten, daB die Entwicklungs- 
zeiten, die von den einzelnen Organismen fir einen Lebenscyclus be- 
nétigt werden, unter den gleichen AuBenbedingungen annahernd gleich 
lang sind. Befinden sich die Zellen auch in der gleichen Entwicklungs- 
phase, was bei Synchronkulturen ja der Fall ist, dann ist ein Nach- 
schwingen der Zellteilungsrhythmik zu erwarten, ohne da zu dessen 
Begriindung die Annahme eines besonderen Steuerungsystems ndtig ist. 

Die Frage nach einer Teilungsrhythmik bei Einzellern ist jedoch nicht 
eindeutig. Grundsatzlich mu8 festgehalten werden, daB man bei der 
Individualentwicklung von einzelligen Organismen nicht von einer rhyth- 
mischen Zellteilung sprechen kann, weil diese hier ein einmaliger Vor- 
gang ist. Der Terminus ist jedoch bei der Beschreibung von Teilungs- 
schiiben in einer Population berechtigt. Die Erscheinung beruht hier auf 
einer bestimmten Verteilung der verschiedenen Entwicklungsstadien und 
ist fir den Biologen vor allem aus methodischen Griinden von Interesse. 
Dagegen ist eine Generationsfolge schon rein definitionsgema8 immer 
durch das Vorhandensein einer endogenen Teilungsrhythmik ausgezeich- 
net, weil sie ja in einem periodischen Wechsel von Wachstum und Teilung 
besteht. Das kann durch ein Experiment weder bewiesen, noch widerlegt 
werden und daher auch nicht gemeint sein, wenn gefragt wird, ob die 
Zellteilung von Chlorella durch eine endogene Rhythmik gesteuert wird 
oder nicht. Diese Frage bezieht sich vielmehr auf einen Steuermechanis- 
mus (endodiurnales System, BUnntne 1958), welcher imstande ist, die 
Lange eines Entwicklungscyclus auch gegen den Hinfluf der AuBen- 
bedingungen innerhalb gewisser Grenzen von Generation zu Generation 
konstant zu halten. Ein solches System wiirde die Interpretation von 
Versuchsergebnissen allein auf der Grundlage der Wirkung von AuBen- 
faktoren auf die Zellteilung in Frage stellen. 

Ohne die Annahme eines Steuermechanismus, bei dem das Licht eine 
entscheidende Rolle spielt, lassen sich die bisher vorliegenden Beobach- 
tungen nicht erklaren. Es erschien daher notwendig, die Wirkung verschie- 
dener Belichtungsarten auf die Zellteilung unter diesem Gesichtspunkt zu 
untersuchen. 

Material und Methode 


Als Versuchsobjekt diente Chlorella pyrenoidosa 211/8 aus der Pringsheimschen 
Algensammlung des Pflanzenphysiologischen Instituts Gottingen. 

Die Kultur der Algen erfolgte in Durchliiftungsrdhren mit eimem Durchmesser 
von 3 und einer Lange von 30 cm (siehe v. DENFFER 1950). Sie wurden durch einen 
Gummistopfen mit einem eingefiihrten Glasréhrchen verschlossen. 

Die Nahrlésung fiir die Algen bestand aus (vgl. Aacn 1952): Aqua bidest. 
1000 ml; KNO, p. a. 25-107 Mol (2,547 g); KH,PO, p.a. 10~* Mol (0,136 g); 
MgSO, - 7H,0 p.a. 10- Mol (0,246 g) ; Fe-citrat 10~> Mol (0,0055 g); MnSO, 10-* Mol 
(0,0015 g). Um ein Ausfallen von Kisenhydroxyd zu vermeiden, wurde das Hisen- 
citrat getrennt von den anderen Salzen gelést und erst nach dem Autoklavieren mit 
der iibrigen Lésung vereinigt. 
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Fir gleichmafige seitliche Beleuchtung der Kulturen sorgten drei in horizon- 
taler Lage tibereinander angebrachte Osram-Leuchtstoffréhren vom Typ HNI de 
Luxe (hoher Rotlichtanteil). Die Lichtintensitaét konnte durch eine Veranderung 
des Abstandes zwischen Lichtquelle und Kulturréhren variiert werden. Bei den 
angegebenen Intensitaten handelt es sich stets um die in der Richtung auf die 
Lichtquelle zu gemessenen. Die Versuche wurden in einer hell gestrichenen Klima- 
kammer gemacht, so daB die Kulturen von den Wanden auBerdem etwa 300 Lux 
Streulicht erhielten. Dadurch werden die relativen Unterschiede in den verfiigbaren 
Lichtmengen bei den Intensitatsversuchen etwas geringer als aus den Intensitats- 
angaben zu entnehmen ist. Die Versuchstemperatur betrug 20 + 0,3°C. Zur Durch- 
luftung wurde die AuSenluft mit ihrem natiirlichen CO,-Gehalt verwendet. Die 
Luft wurde durch zwei Waschflaschen mit Wasser gewaschen und durch Glaswolle- 
und Wattefilter filtriert. Die Réhren wurden von einer Reinkultur auf Agar be- 
impft, jedoch lieB sich die Sterilitat nur bei einem Teil der Versuche bis zur Ent- 
nahme der ersten Probe oder bis zum ersten Verdiinnen aufrechterhalten. Starkerer 
Bakterienbefall konnte nur in sehr dichten Kulturen beobachtet werden. Bei einigen 
Versuchen, bei denen von vornherein auf steriles Arbeiten verzichtet werden muBte, 
wurde von gut wachsenden Fliissigkeitskulturen ausgegangen, weil die Zellen bei 
diesen eine kraftigere Entwicklung zeigten als in den Agarréhrchen. Es wurde stets 
mit méglichst geringer Algendichte gearbeitet (vgl. Nretspn 1955); das hat sich 
nachtraglich als sehr wichtig erwiesen. Bei Versuchen, die sich tiber langere Zeit 
erstreckten, wurde die Zellkonzentration durch regelmaBiges Verdiinnen mit sterili- 
sierter frischer Nahrlésung niedrig gehalten. Nach LORENZEN (1957) beeinfluBt das 
Verdiinnen die Zellteilung nicht. 

Die Auswertung erfolete durch Bestimmung der Zellzahl mit der Thoma-Zahl- 
kammer. Es wurden Proben von 5 cm’ aus der Kultur entnommen und von diesen 
sofort 10—20 Kammern, je nach Zellkonzentration, ausgezahlt (iiber eine Abande- 
rung dieser Methode siehe Versuch 3). Die mittleren Fehler der Mittelwerte betrugen 
2—5°/,. Der Vermehrungsfaktor f wurde nach folgender Formel berechnet (AacH 1952): 


Ee FS 
ipa faa 
Cn 


(C, = Zellzahl zur Zeit t, dt = Zeitintervall zwischen ¢, und ¢,). 

Zur Bestimmung der GréBe der von der Kugelform leicht abweichenden Zellen 
wurde mit dem Ocularmikrometer ein beliebiger Durchmesser gemessen und nach 
diesem der mittlere Durchmesser geschitzt. Die Abweichung vom wahren Wert 
diirfte bei einer Einzelmessung 20°/, nicht iibersteigen. Das Volumen wurde nach 
der Kugelform berechnet. Angegeben sind immer die Mittelwerte aus 200 Kinzel- 
bestimmungen. 

Versuche 
1. Wechselnde Héohen der Teilungsschiibe 
bet einem Licht-Dunkel-Wechsel von 16:8 Std 

Die Kultur erhielt taglich 16 Std Licht (von 12 Uhr mittags bis 4 Uhr 
nachts) von 3000 Lux?. Sie wurde in der Mitte der Lichtzeit beimpft, und 
dann wurden in Abstanden von etwa 24 Std (wihrend der teilungsfreien 


1 Dieser Licht-Dunkel-Wechsel wurde bei den Versuchen deshalb einem solchen 
mit gleich langen Licht- und Dunkelzeiten (12:12) vorgezogen, weil dabei die 
Teilungsschiibe héher sind und dadurch die Ergebnisse besser zum Ausdruck kom- 
men. Die Dunkelzeiten sind immer durch einen Strich iiber der Zeitangabe 


gekennzeichnet. 
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Zeit) die Zellen gezahlt. Die Zellkonzentration wurde durch regelmaBiges 
Verdiinnen — an jedem 2. Tag bei Lichtbeginn — zwischen 2 - 10° und 
2. - 108 Zellen/ml gehalten. Aus dem Verhaltnis 


Zellzahl bei der n-ten Zahlung 
Zellzahl bei der vorhergehenden Zahlung 


wurde die relative Schubhdéhe berechnet. 

Wie Tab.1 zeigt, wechselten ein hoher und ein niedriger Schub regel- 
maBig miteinander ab. Es konnte ferner in diesem, wie auch in anderen Ver- 
suchen die Beobachtung von Tamrya u. Mitarb. (1953) bestatigt werden, 
daB beidiskontinuierlicher Belichtung vorwiegend die Sporenzahlen4und8 
auftreten. Weniger haufig waren 16 Sporen und noch seltener andere 


Tabelle 1. Periodisch wechselnde relative Schubhohen bei der Zellteilung von Chlorella 
im 16:8 stiindigen Licht-Dunkel-W echsel. Lichtintensitét 3000 Lua 


Versuchstag | 5 € rh’ 9 10 | 11 | 12 | 18 14 | 15 | 16 | 17 | 18 
a 
parse | 


relative 
6,78) 1,16) 7,19) 1,01 


Schubhéhe 


6,89) ra ae sd 4 cu ai 1,15) 6,82) 1,53 
Zahlen. Nimmt man fiir die Zelle unter den gegebenen AuBenbedingungen 
eine Entwicklungsdauer von 2 Tagen an (vgl. LORENZEN 1957), so ergibt 
sich aus dem vorliegenden Versuch eine durchschnittliche Sporenzahl 
yon 7,58, was mit diesen Beobachtungen sehr gut iibereinstimmt. Daf, 
wenn nicht alle, so doch wenigstens der gréBte Teil der Zellen nur jeden 
zweiten Tag zur Sporenbildung kam, ergibt sich mit Sicherheit bei der 
Betrachtung der kleinen Teilungsschiibe. Fiir sie betrug die mittlere rela- 
tive Schubhoéhe 1,24. Das bedeutet, daB sich bei einer durchschnittlichen 
Autosporenzahl von 7,5 weniger als 4°/, der vor dem Schub vorhandenen 
Zellen teilten. Wahrend der Dauer des Versuches erfuhr weder die Hohe 
der groBen Teilungsschiibe noch die der kleinen eine eindeutige Ver- 
schiebung nach oben oder unten. Daraus ist zu schlieBen, da in einer 
Kultur bei 3000 Lux und einem Licht-Dunkel-Wechsel von 16:8 Std 
zwei Gruppen von Zellen vorliegen, die unabhangig voneinander einen 
zweitagigen Entwicklungscyclus durchlaufen und in ihrer Entwicklungs- 
phase um 24 Std gegeneinander verschoben sind. Die gro®en Unter- 
schiede zwischen den aufeinanderfolgenden Schiiben lassen sich durch 
geeignete Wahl der Hinimpfzeit bei Verwendung von Impfmaterial aus 
Agar-Schragréhrchen (wie im vorliegenden Fall) oder aus sehr dichten 
Flissigkeitskulturen erreichen. 


2. Ubergang von Wechsellicht zu Dauerlicht 
verschiedener Intensitdt 
Es wurde die zeitliche Lage des zweiten Teilungsschubes untersucht, 
da der erste nach LoRENZEN (1957) durch den Dauerlichtbeginn festgelegt 


Wirkung des Lichts auf die Zellteilung von Chlorella pyrenoidosa 165 


sein mu8, die folgenden aber immer weniger deutlich ausgepragt 
sind. Die Anzucht erfolgte im Licht-Dunkel-Wechsel 16:8 wie in Ver- 
such 1. Am 8. Tag wurde die Kultur zum letztenmal verdiinnt und auf 
finf Réhren aufgeteilt. Eine davon verblieb weiterhin unter den bis- 
herigen Bedingungen, wahrend die anderen 4 von nun an Dauerlicht 
verschiedener Intensitat erhielten. Nach etwa 22—24 Std erfolgte bei 
allen Kulturen ziemlich gleichzeitig der erste Teilungsschub. Er war, 
durch die Anzucht bedingt, sehr klein (es wechselten groBe und kleine 
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Abb.1. Abhingigkeit des zweiten Teilungsschubes von der Lichtintensitit beim Ubergang von 
Wechsellicht (3000 Lux) zu Dauerlicht. KY Dunkelzeit fiir die Kontrolle 


Schiibe miteinander ab wie in Versuch 1). Der Zeitpunkt des zweiten 
Schubes variierte je nach der Lichtintensitat zwischen 36 (3000 Lux) und 
66 Std (1500 Lux) nach Dauerlichtbeginn (Abb.1). Daf dabei das 
Produkt Zeit x Lichtintensitit annahernd konstant war, diirfte Zufall 
sein. Wesentlich ist, daB keine zeitlichen Verschiebungen auftraten, zu 
deren Erklarung ein endodiurnales System herangezogen werden miiBte. 
Die Schubhéhen waren fast unabhangig von der Lichtintensitat. Der 
Schub war im Wechsellicht (Kontrolle) am steilsten. Die Steilheit nahm 
im Dauerlicht mit abnehmender Lichtintensitat etwas ab. Bei einem 
zweiten Versuch, der mit der doppelten Anfangszellkonzentration aus- 
gefiihrt wurde, waren die Zeiten zwischen Dauerlichtbeginn und Teilungs- 
schub noch langer (Abb.2). Als Zeitpunkt des Schubes wurde die Zeit 
festgesetzt, zu der die Teilung am intensivsten war (d. h. wenn die Zell- 
konzentration auf die Halfte zwischen Anfang und Ende des Schubes 
angewachsen war). Vermutlich ist auf eine solche Verlagerung der 
Teilungsschiibe zuriickzufiihren, daB Prrson u. Dérine@ (1952) bei MeB- 
intervallen von 12 Std das Nachschwingen nicht beobachten konnten. 
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Der zweite Teilungsschub im Dauerlicht erfolgte also um so spater, je 
niedriger die Lichtintensitat und je héher die Anfangszellkonzentration 
war. Bei gleichbleibender Lichtintensitat war er gegeniiber der Kontrolle 
um 12 Std vorverlagert. 


3. HinfluB der Lichtdauer auf die Auslésung 
von Zellteilungen 

Wenn der Teilungsschub in Synchronkulturen immer rund 20 Std 
nach Lichtbeginn erfolgt, dann liegt es nahe, anzunehmen, daf die fiir 
die Auslésung von Zellteilungen entscheidenden Vorginge in den ersten 
Stunden der Lichtzeit ablaufen. 
Das sollte durch den folgenden 
Versuch gepriift werden: Eine 
steril beimpfte Kultur erhielt den 
iiblichen Licht-Dunkel-Cyclus von 
16:8 Std bei einer Lichtintensitat 
von 2500 Lux. Am 5. Tag wurden 
nach dem Lichtbeginn in Abstan- 
den von jeweils einer Stunde 


Lichtintensitat 
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Abb.2. Die Abhingigkeit der zeitlichen Lage des 
zweiten Teilungsschubes von der Lichtintensitat 
beim Ubergang vom Wechsellicht (3000 Lux) 
zum Dauerlicht in Kulturen mit verschiedener 
Anfangszellkonzentration 
(2,2 + 105 baw. 5,4 - 10° Zellen/ml) 


Proben von je 5 cm? entnommen. 
Diese wurden in ein Reagensglas 
gefiillt und bei etwa 20°C und 
voélliger Dunkelheit 24 Std lang 
auf einer Schiittelmaschine ge- 
schiittelt!. AnschlieBend wurden 


die Proben ausgezahlt. Abb. 3 zeigt, 
daB fiir die Anregung zur Zellteilung iiber 7 Std Licht erforderlich waren. 
Eine Verlingerung der Lichtzeit auf 12 Std bewirkte, daB in fast allen 
Zellen, die ihrem Entwicklungszustand nach dazu in der Lage waren, 
die Teilung ausgelést wurde; jedenfalls hatte eine weitere Verlangerung 
auf 20 Std keine nennenswerte Wirkung mehr. Bei den kirzeren Licht- 
zeiten waren die Sporen sehr klein und wurden meist gar nicht aus der 
Mutterzelle entlassen. Sie wurden trotzdem mitgezahlt. 

Zum Kurvenverlauf mu8 noch bemerkt werden, daB der erste Teil (bis 
zu einer Lichtdauer von 9 Std) etwa proportional zu der Anzahl der zur 
Teilung angeregten Zellen verlauft, der folgende jedoch auch durch eine 
Erhéhung der Sporenzahl je Zellteilung mitbestimmt wird. Wie oben 
erwihnt, tritt etwa 20 Std nach Lichtbeginn im Dunkeln die Zellteilung 


1 Dadurch wurde erreicht, daB sich alle Zellen, die in der vorhergehenden Licht- 
phase zur Teilung angeregt worden waren, geteilt hatten, bevor sie ausgezihlt wur- 
den. I Vorversuchen konnte namlich ermittelt werden, da8 beim Ubergang vom 
Dauerlicht zu Dauerdunkelheit 12 Std nach Beginn der Dunkelzeit keine Zell- 
teilungen mehr auftraten. Es konnte daher erwartet werden, da im vorliegenden 
Fall 24 Std geniigen wiirden, um alle induzierten Zellteilungen zu erfassen. 
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und Sporenbildung ein. Die Sporenzahl ist nun aber verschieden, je nach 
der Dauer der voraufgegangenen Belichtung. Sie hat nach 9 Std eine 
bestimmte Gr6éBe; bleiben die Algen nun aber noch weitere 2—4 Std im 
Licht, so bilden sie spaéter im Dunkeln (20 Std nach Lichtbeginn also) 
mehr Sporen aus. 

Auf diese Weise ist es méglich, tiber den inneren Zustand einer Kultur 
zu einem bestimmten Zeitpunkt Aussagen zu machen, die auf Grund 
direkter Beobachtungen zu dem Zeitpunkt selbst noch nicht méglich 
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Abb.3. Die Abhaingigkeit der Auslésung der Zellteilungen von der Lichtdauer in einer Synchron- 
kultur bei 2500 Lux. 5 Tage Vorkultur im Licht-Dunkel-Wechsel (16:8). 


e Zellzahl, __; |___ Vermehrungsfaktor 


sind. Es handelt sich um die Zellzahl, die infolge der bis dahin induzierten 
Zellteilungen zwar potentiell vorgegeben ist, aber erst nach 12 Std in 
der Kultur auftritt. Sie wird daher in den folgenden Versuchen als 
potentielle Zellzahl von der aktuellen Zellzahl unterschieden. 


4. HinfluB der Lichtintensitdt auf die Auslosung 
von Zellteilungen 

Fiinf Kulturen wurden steril beimpft und erhielten einen Lichtcyclus 
von 16:8 Std bei 2500 Lux. Am 5. Tag wurden die Kulturen bei Licht- 
beginn egalisiert, indem sie in ein gréBeres GefaiB zusammengegossen und 
dann wieder auf die einzelnen Réhren verteilt wurden. AnschlieBend 
erhielten sie verschiedene Lichtintensititen. Die Probeentnahme und 
weitere Behandlung erfolgte wie in Versuch 3. Abb.4 zeigt, daB der Zeit- 
punkt, zu dem die ,,Schiibe“ erfolgten, zwar nur wenig, aber doch ein- 
deutig von der Lichtintensitaét abhing; bei starkem Licht traten sie frither 
auf, als bei schwachem. Viel groBer waren dagegen die Unterschiede bei 
den ,,relativen Schubhéhen“ (der Schub bei 3000 Lux war fast doppelt so 
hoch wie der bei 1500 Lux). Bei 1000 Lux verlief der Schub sehr flach. 
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Bei 4000 Lux schlieBlich war der Kurvenverlauf fast identisch mit dem 
bei 3000; auch bei Versuchen mit noch héheren Lichtintensitaten war 
keine weitere zeitliche Verschiebung mehr zu beobachten, dagegen nahm 
die Schubhohe noch etwas zu. Es scheint so, als ob das Licht bei den 
hohen Intensititen nicht mehr der begrenzende Faktor gewesen ware. 


Bei Wiederholungsversuchen trat im Prinzip immer dasselbe Ergebnis auf, 
jedoch waren die Unterschiede zwischen den einzelnen Lichtintensitéten etwas 
variabel. Eigentiimlicherweise traten bei hohen Lichtintensitaten gelegentlich schon 
vor dem ,,Hauptschub“ einige Zellteilungen auf, wie auch bei dem hier wiedergegebe- 
nen Versuch bei 3000 Lux. 
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Abb.4. Abhingigkeit der potentiellen Zellzahl von der Lichtintensitiit und Belichtungsdauer. Vor- 

kultur im 16:8stiindigen Licht-Dunkel-Wechsel bei 2500 Lux. Abszisse: Dauer der Belichtung. 

Potentielle Zellzahl: x x 3000 Lux, © o 2500 Lux, « + 2000 Lux, @ @ 1500 Lux, 
+ + 1000 Lux. Aktuelle Zellzahl: x----- x 3000 Lux, e----- « 2000 Lux 


Abb.4 gibt ferner zwei Teilungsschiibe wieder, wie sie in den im Dauer- 
licht verbliebenen Kulturen selbst verliefen; die Sporen wurden etwa 
12 Std nach der Auslésung der Zellteilung frei. In einer Reihe von wei- 
teren Versuchen konnte beobachtet werden, da diese Zeit bei 20°C und 
niedrigen Zellkonzentrationen innerhalb eines bestimmten Bereiches fast 
unabhangig von der Lichtintensitaét war. Wir miissen also im Licht- 
Dunkel-Wechsel vom Lichtbeginn bis zur Zellteilung zwei Abschnitte 
unterscheiden. Im ersten, dessen Linge von der Lichtintensitat ab- 
hangig ist, laufen die Vorgiinge ab, die schlieBlich zur Auslosung der 
Zellteilung fiihren, wihrend die weitere Entwicklung in der zweiten 
Phase mit groBer Konstanz nach 12 Std durch die Entlassung der Sporen 
beendet wird. 

Die Hemmung der Zellteilung durch Mg-Entzug beruht offensichtlich auf einer 
Blockierung der Entwicklung in dieser 2. Phase, da nach Zugabe von Mg zu solchen 
Mangelkulturen die Zellzahl schon innerhalb der ersten 4 Std stark ansteigt (im 
Dunkeln erst nach der 8. Std). Jedoch scheint auch in der 1. Phase Mg erforderlich 


zu sein, denn der erste normale Teilungsschub im Licht-Dunkel-Wechsel, der auf 
die Zugabe von Mg bei Lichtbeginn erfolgt, ist ungewohnlich hoch (LORENZEN 1957). 
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Sulfatmangel scheint ebenfalls in der 2. Phase zu hemmen, da nach Ubertragung 
von Mangelzellen aus sulfatfreier Nahrlésung in reine K,SO,-Lésung bei anschlieBen- 
der Dunkelheit bald rege Zellteilung eintritt. Im Licht erfolgt die Zellteilung nach 
Zugabe von Sulfat allerdings erst nach iiber 20 Std (Hasx u. Mitarb. 1958). Bei 
solchen Schliissen ist natiirlich Vorsicht geboten, da ein fast vollstaindiger Entzug 
eines Nahrstoffes wohl auf verschiedenem Wege die Zellteilung beeinflussen kann. 
Die Entwicklungsstadien der 1. Phase scheinen ihrer Funktion nach mit den 
»dunklen Zellen‘‘ von Tamiya (1953) identisch zu sein und die der zweiten mit den 
,hellen Zellen‘‘. 


5. Hinflup der Lichtintensitadt auf den Teilungsschub 
im Licht-Dunkel-Wechsel ; 
Die Anzucht erfolgte wie in Versuch 1 bei 3000 Lux. Am 7. Tag (an 
dem nach Tab.1 ein groBer Schub zu erwarten war) wurde bei Licht- 
beginn verdiinnt und die Sus- 


pension auf 5 Réhren verteilt, ee al 
die nun verschiedenen Licht- sof | aT EN: 
intensitaten ausgesetzt wurden. 3 
Der Versuch zeigt fiir die Be- © Ul 

2 ? oa XX 
einflussung der Teilungsschiibe 
ein ahnliches Ergebnis, wie der S 0 
vorhergehende fiir dieAuslésung | ee 
der Zellteilungen (Abb.5); je 5 a! A-1000», 
stirker die Lichtintensitat war, feel rue 


desto friiher setzte die Teilung 
ein und um so hoher stieg die 
Zellzahl an. Die Schubhdhen 


0 & a Za Std 
Zelt nach Lrehtbeginn 
Abb.5. Abhingigkeit des Teilungsschubes von 


waren in diesem Fall noch der Lichtintensitit bei einer Synchronkultur. 
. 2 : Vorkultur im 16:8stiindigen Licht-Dunkel- 
stirker voneinander verschie- era oubarstia tar 


den; sie waren 1,01 bei 500 Lux 
(d.h. der Schub fiel in diesem Fall ganz aus) und 7,99 bei 3000 Lux 
(Zellzahl nach dem Schub 308 bei 500 Lux und 2430 bei 3000 Lux). 

Die relativen Schubhohen bei 1500 und 3000 Lux verhalten sich wie 1:2,74. 
Demgegeniiber konnte aus einem umfangreichen Material von Einzelversuchen bei 
demselben Lichtrhythmus, aber gleichbleibenden Lichtintensitaéten von 1300 bzw. 
3100 Lux ein Verhaltnis der relativen Schubhéhen von 1:1,69 ermittelt werden. 
Man darf daher wohl annehmen, da die unverhaltnismaBig hohen Unterschiede 
in Abb.5 nicht nur auf die Lichtintensitat selbst zuriickzufiihren sind, sondern auch 
auf Vorgiange, die durch den Ubergang von einer héheren Lichtintensitat zu einer 
niedrigeren bedingt werden. 


6. Einmalige Unterbrechung des Dauerlichts 


Fine Dauerlichtkultur (3000 Lux) mit sehr gleichmaBigen Zellteilungen 
erhielt 3 Tage nach Versuchsbeginn 4 Std Dunkelheit. 10 Std nach deren 
Beginn — also bereits wieder im Licht — endete die vorher ziemlich 
konstante Zunahme der Zellzahl (Abb.6); 8 Std spaéter — also 14 Std 
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nach Ende der Dunkelzeit — begann sie schubartig von neuem. Der 
Schub dauerte 4 Std, wobei eine Zellzahl erreicht wurde, die auch im 
Dauerlicht zu dem betreffenden Zeitpunkt zu erwarten gewesen ware. 
Die Zellteilung kam also 4 Std langer zum Stillstand, als die Verdunke- 
lung gedauert hatte. Sie bendtigte offensichtlich zum Wiederingang- 
kommen eine gewisse Anlaufzeit. 

Weitere Versuche zeigten, daf diese Anlaufzeit etwas veranderlich war, wobei 
die Dauer der vorangegangenen Dunkelzeit eine Rolle spielte. Die ausgefallenen 
Zellteilungen wurden jedoch an- 
schlieBend immer schubartig nach- 
geholt; bei kurzen Dunkelzeiten 
vollstandig, bei langeren aber nur 
teilweise. 


7 Verminderung der Licht- 
intensitdét des Dauerlichts 


Zwei Kulturrohren erhielten 

2 Tage lang in Abstaénden von 
6 Std kleine Impfmengen zu- 
| gesetzt, um eine médglichst 

it gleichmaBige Zellvermehrung zu 
of 0 g 6 Zl #7 5iq~—s«erreichen. Das Impfmaterialent- 


Zeit stammte einer dichten Fliissig- 


Abb.6. Zunahme der Zellzahl im Dauerlicht bei einer ceitskul 1s 
einmaligen Unterbrechung durch 4 Std Dunkel- keitsku tur (3000 ux). 


heit. Abszisse: Zeit nach Beginn der Zihlungen. Lorenzen (1957) konnte zwar 
SSS Dunkelzeit zeigen, da® das Verdiinnen keinen 
KinfluB auf die Zellteilung hat. 
Das darf jedoch nicht verallgemeinert werden. In eigenen Vorversuchen wurde 
nimlich gefunden, da bei starker Verdiinnung von sehr dichten Kulturen in 
der Folgezeit Teilungsschiibe auftraten. Als Ursache darf man unter anderem die 
durch das Verdiinnen plotzlich erhéhte durchschnittliche Lichtintensitat annehmen 
(vgl. Kapitel 8). Durch das wiederholte Beimpfen wurden diese Schiibe so tber 
die Zeit verteilt, da& sich im ganzen eine gleichmaBige Sporenbildung ergab. 
Die Lichtintensitat betrug zunaichst 3000 Lux. Am 3. Tag wurden die 
Kulturen egalisiert (vgl. Versuch 4) und anschlieBend alle 4 Std um 3/, 
verdiinnt. Nach weiteren 8 Std wurde die Lichtintensitat fiir eine Réhre 
auf 1000 Lux herabgesetzt. Diese Kultur wurde dann nur noch alle 8 Std 
verdiinnt. Ermittelt wurde die potentielle Zellzahl. Sie ist, da sie durch 
das Verdiinnen immer wieder verringert wurde, nach der Formel 


6 \” 

Ch (3) 
berechnet worden (Z, = berechnete Zellzahl, Z, = jeweils in der Kultur 
vorhandene Zellzahl, n = Anzahl der vorgenommenen Verdtinnungen). 


In Abb.7 sind die Kurven fiir die durchschnittliche ZellgréBe und die 
potentielle Zellzahl um 12 Std gegeneinander verschoben, damit die 
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miteinander vergleichbaren Werte auf derselben Ordinate liegen, 
denn wie bereits erwahnt, stimmt ja die potentielle Zellzahl mit der 
12 Std spater in der Kultur vorhandenen aktuellen Zellzahl sehr gut 
tberein. Die Zelldichte in der Kultur blieb im wesentlichen unter 
5 + 10° Zellen/ml, was hier besonders wichtig ist. Die dadurch beding- 
ten, gegentiber den anderen 

Versuchen verhaltnismaBig : 
hohen mittleren Fehler der 
Mittelwerte (log. MaBstab!) 
sind in der Abb.7 wiederge- 
geben. Von dem Zeitpunkt 
an, in dem die Lichtinten- 
sitat vermindert wurde, wur- 
den keine neuen Zellteilungen 
mehr ausgelost. Erst nach 0 
22 —24 Std begann die poten- 
tielle Zellzahl wieder anzu- 
steigen. 10 Std nach dem 
Wechsel der Lichtintensitat 
erfuhr das durchschnittliche 
Zellvolumen einen deutlichen 
Anstieg, der in verminderter 
Starke noch anhielt, nachdem 
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die Zellteilung bereits von 5 0 ? Wh 6 79 Std 
neuem eingesetzt hatte. Die Zeit 
UnregelmaBigkeiten im Kur- Abb. 7. EinfluB einer einmaligen Verringerung 
i 1 f der Lichtintensitit im Dauerlicht von 3000 Lux 
venverlauf beruhen darau ’ auf 1000 Lux auf die ZellgréBe (oben) und 
daB sich eine konstante die Zunahme der potentiellen Zellzahl (unten). 
a Abszisse: Zeit nach Beginn der Zihlungen. 
Zuwachsrate immer nur é 0 3000 Lux; »—-——+ 1000 Lux ab | 


annahernd erreichen 1a8t. 
Der Ubergang von einer hoheren Lichtintensitat zu einer niedrigeren 
fihrt also zu einer zeitweiligen Unterbrechung der Auslésung neuer Zell- 


teilungen. 


8. Erhéhung der Lichtintensitat des Dauerlichts 


Dieser Versuch ist die Umkehrung des vorangegangenen. Er wurde 
unter den entsprechenden Bedingungen ausgeftihrt. Die Anzucht er- 
folgte bei 1000 Lux. Nach dem Ubergang zu 3000 Lux begann eine ver- 
stirkte Auslésung von Zellteilungen, was in der plotzlichen Zunahme 
der potentiellen Zellzahl zum Ausdruck kommt (Abb.8). Sie dauerte 
8—12 Std an und lieB dann wieder nach. Die aktuelle Zellzahl, die in 
diesem Versuch auch mitbestimmt wurde, zeigte etwa 12 Std spater 
denselben Verlauf. Mit dem Anstieg der Zellzahl war eine starke 
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Verminderung des durchschnittlichen Zellvolumens verbunden. Auch 
hier konnte eine vollstaéndige Desynchronisierung durch die in Versuch 7 
beschriebene Vorbehandlung nicht erreicht werden, wie aus dem Ver- 
lauf der Kontrollen zu entnehmen ist. 

Die Erhéhung der Lichtintensitat bedingte also tiber eine Zeitdauer 
von etwa 10 Std eine verstarkte Auslésung von Zellteilungen. 
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Abb.8. Hinflu® einer einmaligen Erhéhung 
der Lichtintensitiét im Dauerlicht von 
1000 Lux auf 3000 Lux auf die ZellgréBe 
(oben) und die Zunahme der Zellzahl (unten). 
Abszisse: Zeit nach Beginn der Zihlungen. 
« aktuelle Zellzahl bzw. ZellgréBe bei 
1000 Lux, o o aktuelle Zellzahl baw. 
ZellgréBe bei 38000 Lux ab |, + + 
potentielle Zellzahl bei 1000 Lux; x x 
potentielle Zellzahl bei 3000 Lux ab | 


9. Synchronisierung 
der Zellteilungen 
durch periodischen Wechsel 
der Lichtintensitdt 


Die Anzucht erfolgte bei 3000 Lux 
Dauerlicht. Vom 4. Tag an wurde alle 
16 Std im Verhiltnis 1:1 mit frischer 
Nahrlésung verdiinnt. Nach weiteren 
3 Tagen wurden abwechselnd 16 Std 
1000 Lux und 8 Std 3000 Lux gegeben 
und jeweils am Beginn der Starklicht- 
phase auf eine Zellkonzentration von 
3:°10° bis 4-105 je Milliliter ver- 
diinnt. Durch das Dauerlicht war eine 
relativ gute Desynchronisierung er- 
reicht worden. Schon nach der ersten 
Schwachlichtphase setzte jedoch 
wieder eine ausgepragte Teilungs- 
rhythmik ein (Abb.9). Wahrend der 
Teilungsschiibe nahm das _ durch- 
schnittliche- Zellvolumen  natiirlich 
stark ab. Im Unterschied zum Licht- 
Dunkel-Wechsel, wo die Auslésung 
der Zellteilungen immer etwa 6 —8 Std 
nach dem Ende der Dunkelzeit be- 
gann, setzte sie hier bereits 2 Std 
nach Beginn der Starklichtphase ein, 


ja zum Teil schon am Beginn selbst, und endete spitestens am Schlu8 
derselben (Abb. 10). Die Zellteilung erfolete auch hier wieder 12 Std 
nach ihrer Auslésung. Die relativ niedrigen Schubhéhen, sowie das 
Abwechseln groBer und kleiner Schiibe lassen auch hier darauf schlieBen, 
dafi zwei Teilpopulationen vorlagen, die abwechselnd jeden zweiten Tag 


zur Teilung gelangten. 


Wie schon die Versuche 7 und 8 erwarten lieBen, ist es méglich, die 
Zellteilung durch rhythmischen Wechsel der Lichtintensitaét zu synchro- 


nisieren. 
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10. Zellgrépe bei verschiedenen Lichtintensititen 
im Dauerlicht 
Vier Versuchsréhren wurden aus einer Flissigkeitskultur (3000 Lux 
Dauerlicht) beimpft und erhielten Dauerlicht verschiedener Intensitat. 
Die durchschnittliche ZellgréBe schwankte am Versuchsbeginn etwas; 


= 
% 


900. 


VermehrungstoKror 
MS SN 
Sa 


= 
S 


250 


adurchschn. Zellvolumen 


oa 
S 


Ci MU ati Ell Ss ag SA cic ite AAU iT 


Abb. 9. Vermehrungsfaktor und Zellvolumen beim Ubergang von 3000 Lux Dauerlicht zu 
Wechsellicht von 16 Std 1000 Lux zu 8 Std 3000 Lux. e e durchschnittliches Zellvolumen, 
; ,. Vermehrungsfaktor, [I] Schwachlichtphase 
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Abb.10. Potentielle und aktuelle Zellzahl bei einem rhyhtmischen Schwachlicht-Starklicht-Wechsel 
von 16 Std 1000 Lux zu 8 Std 3000 Lux. Verdiinnung immer am Ende der Schwachlichtphase. 
eo potentielle Zellzahl, « e aktuelle Zellzahl. [i] Schwachlichtphase 


° 


das beruht auf der in Kap.7 beschriebenen teilweisen Synchronisierung 
durch das Beimpfen. Je nachdem, ob zum Zeitpunkt der Messung mehr 
junge oder mehr alte Zellen vorlagen, fielen die Werte daher etwas kleiner 
oder gréBer aus. Abgesehen von diesen Schwankungen lagen die durch- 
schnittlichen ZellgréBen bei 3000 Lux ziemlich niedrig (Abb.11). Bei 
niedrigeren Intensitaten stiegen sie jedoch zunachst an, und zwar um so 
mehr, je niedriger die Lichtintensitaét war — bei 1000 Lux bis auf den 
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6fachen Wert gegeniiber 3000 Lux — um wieder abzufallen, nachdem 
die Kultur eine gréBere Zelldichte erreicht hatte; das geschah natiirlich 
um so spater, je niedriger die Lichtintensitat war. In dieser Phase nach 
dem Erreichen des Gro8enmaximums waren die Teilungsstadien sehr 
zahlreich und die Sporenzahlen je Mutterzelle sehr grof. Wenn an- 
schlieBend abermals ein langsames Anwachsen des durchschnittlichen 
Zellvolumens zu beobachten war, dann darf dies wohl zum Teil auf den 
infolge der stark zunehmenden Zelldichte fir die Einzelzelle immer ge- 
ringer werdenden Lichtgenu8 zurtickgefiihrt werden. 
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Abb. 11. Abhingigkeit des durchschnittlichen Zellyolumens von der Lichtintensitat im Dauerlicht. 
e¢ 3000 Lux, x x 2000 Lux, o e 1500 Lux, + + 1000 Lux § 


AuBerdem war in den dichten Kulturen das Zellwachstum sehr gering und die 
Zellmembranen wurden sehr dick (oft bis 4/. 4), wahrend sie in gut wachsenden 
Kulturen so diinn waren, da8B sie mit dem Lichtmikroskop nicht gemessen werden 
konnten. In solchen Kulturen traten Zellen mit zwei Tochtergenerationen auf, d. h. 
sie hatten die ,,Sporen“ noch gar nicht entlassen, die ihrerseits bereits neue Sporen 
ausgebildet hatten. Da nur die freien Zellen (bzw. Sporen) gemessen werden konnten, 
wurde auf diese Weise in den dichten Kulturen eine zusitzliche Vergré8erung des 
durchschnittlichen Zellvolumens vorgetiuscht. Hier zeigt es sich ganz besonders 
deutlich, wie wichtig es ist, mit niedrigen Zelldichten zu arbeiten. 


11. Abhingigkeit der Zellgrépe von der Lichtmenge 


Bei diesem Versuch, der im iibrigen ganz so wie der vorhergehende 
ausgefiihrt wurde, erhielten alle Kulturen 3000 Lux. Die Rohren wurden 
jedoch so mit schwarzem Papier umwickelt, da® jeweils nur 1/,, 1/, oder 
1/, der Flissigkeitssiule dem Licht ausgesetzt war. Dadurch erhielten die 
Zellen beim Durchliiften ein hochfrequentes Wechsellicht zwischen 
3000 Lux und fast vélliger Dunkelheit, wobei diejenigen in der zur 
Halfte (bzw. 8/,) verdunkelten Kultur nur die Halfte (+/,) der gesamten 
Zeit dem Licht ausgesetzt waren, also nur eine halb (#/,) so groBe Licht- 
menge erhielten, wie die in der nicht verdunkelten Kontrolle. Das Ergeb- 
nis war ahnlich, wie bei der Verwendung verschiedener Lichtintensitaten ; 
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je stérker eine Réhre verdunkelt war, desto gréBer war das durchschnitt- 
liche Zellvolumen (Abb.12). Die Zellgré8e ist also nicht in spezifischer 
Weise von der Lichtintensitait abhangig, sondern von der im ganzen 
eingestrahlten Lichtmenge. Das ist insofern von Bedeutung, als bei 
niedrigfrequentem Wechsellicht (normaler Licht-Dunkel-Wechsel) durch- 
aus andere Verhaltnisse vorliegen. Dort war das durchschnittliche 
Zellvolumen im Laufe eines Lichtcyclus eher niedriger als im Dauerlicht. 
Selbst kurz vor der Teilung, wenn also alle Zellen ihr gréBtes Volumen 
erreicht hatten, war es noch wesentlich kleiner als im hochfrequenten 
Wechsellicht, wo die verschiedenen Altersstadien ziemlich gleichmaBig 
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Abb.12. Abhiangigkeit des durchschn. Zellvolumens von der Lichtmenge bei 3000 Lux. Die Licht- 
menge wurde durch teilweises Verdunkeln der Kulturréhre auf +/, bzw. +/, reduziert. « e nicht 
verdunkelt, o o1/, verdunkelt, x x 3/, verdunkelt 


verteilt waren. Demnach besteht also ein Unterschied zwischen der, Wir- 
kung von hochfrequentem und niedrigfrequentem Licht-Dunkel-Wechsel 
auf die Zellteilung. Die 4. Kultur, die nur 1/, der vollen Lichtmenge 
erhielt, zeigte nur am Anfang schwaches Wachstum, dann begannen die 
Zellen allmahlich abzusterben. Wahrscheinlich wurde der Kompensa- 
tionspunkt der Photosynthese nicht erreicht. 

Nach den Versuchen 10 und 11 ist das durchschnittliche Zellvolumen 
um so gréBer, je geringer die den Zellen zugefiihrte durchschnittliche 
Lichtmenge ist. Das gilt sowohl fiir die Anwendung verschiedener Licht- 
intensitaten, als auch fiir verschiedene Verhaltnisse von Lichtzeit zu 
Dunkelzeit bei gleicher Intensitét im hochfrequenten Licht-Dunkel- 
Wechsel. Bei dichten Kulturen waren die Zellen jedoch stets klein. 


12. Abhdngigkeit der ZellgréBe von der Lichtintensitat 
bet Dauerlicht in regelmaPig verdiinnten Kulturen 
Der Versuch wurde analog zu dem Versuch 10 ausgeftihrt. Um von 
vornherein gréBere Schwankungen im durchschnittlichen Zellvolumen 
zu vermeiden, wurden im Verlauf von 3 Tagen in Abstanden von etwa 
8 Std kleine Impfmengen zugesetzt. Bei den niedrigen Lichtintensitaten 
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streuten die Werte am Versuchsbeginn trotzdem noch betrachtlich. An- 
schlieBend wurde zweimal taglich in Absténden von etwa 12 Std ver- 
diinnt, und zwar immer auf eine bestimmte Standardtriibung der Kultur, 
da sich die Zellzahl in diesem Fall nicht als VerdiinnungsmaBstab eignete. 
Die relative Triibung wurde mit dem Elko II der Fa. Zeiss gemessen. 
Die niedrigste Intensitat wurde erreicht, indem das direkte Licht durch 
weiBes Papier abgeschirmt wurde. Dabei ist allerdings eine Veranderung 
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Abb.13. Abhingigkeit der durchschn. Zellgré8e von der Lichtintensitait in regelmaBig verdiinnten 


Dauerlichtkulturen. x <x 3000 Lux, + + 1000 Lux, ° o 500 Lux, « - 500 Lux 
nicht verdiinnt ab | 


der Lichtqualitit nicht ganz ausgeschlossen. Die Messungen der Zell- 
erdRe wurden am 5. Versuchstag begonnen und fiir die niedrigen Licht- 
intensitaten tiber den in der Abb.13 wiedergegebenen Zeitraum hinaus 
bis zum 44. Tag fortgesetzt, ohne daf im weiteren Verlauf eine wesent- 
liche Anderung eingetreten ware. Das Zellvolumen blieb nach den an- 
fiinglichen Schwankungen relativ konstant und war wieder um so ordBer, 
je niedriger die Lichtintensitiit war. In der nicht verdiinnten Kultur 
nahm es bei zunehmender Zelldichte wieder ab. Die Ursache hierfiir ist 
wohl in einer Veranderung der Nahrlésung zu suchen, die bei den anderen 
Kulturen durch das regelmaBige Verdiinnen verhindert wird. Weshalb 
Mynrs (1946) bei ahnlichen Untersuchungen fiir die Abhangigkeit der 
ZellgroBe von der Lichtintensitaét zum entgegengesetzten Ergebnis 
kam, miBte noch untersucht werden. Er arbeitete allerdings bei der 
80fachen Zellkonzentration, also in einem Bereich, der hier nicht naher 
untersucht wurde. 

Die Zellen zeigten im Dauerlicht wahrend der Teilung und auch wahrend der 


Wachstumsphase einige Besonderheiten. Bei 3000 Lux wurden noch vorwiegend 
4 und 8 Sporen gebildet. Bei niedrigeren Lichtintensitaéten erfolgte jedoch ganz 
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allgemein eine Verschiebung zu héheren Zahlen, wobei Teilungsstadien mit 4 und 8 
Sporen nicht mehr besonders hervortraten. Die SporengréBen in einer Mutterzelle 
konnten dabei stark schwanken. Die Unterschiede in der SporengréBe ergeben sich 
aus Abb.14. So betrug z.B. bei 500 Lux der kleinste Zelldurchmesser 6 4; die 
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Abb.14. Prozentuale GréGenverteilung der Zellen bei verschiedenen Lichtintensitiiten im Dauerlicht. 
500 Lux Dauerlicht, ------ 1000 Lux Dauerlicht, —.--— 3000 Lux Dauerlicht, - - - - 3000 Lux 
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Abb.15. Abhiingigkeit der Zellgré8e von der Lichtintensitit im Dauerlicht. a 500 Lux, b 1000 Lux, 
e 3000 Lux 


meisten Zellen waren jedoch 12—15 u groB. Setzt man voraus, dak beim Zellwachs- 
tum keine gréBeren Schwankungen auftreten, dann streut der Sporendurchmesser 
ebenfalls zwischen 6 und 15 «. Das mikroskopische Bild bestatigte dieses Ergebnis; 
es konnten Sporen mit iiber 18 ~ Durchmesser beobachtet werden. Die Verteilungs- 
kurven wurden mit abnehmender Lichtintensitaét immer niedriger und breiter, die 
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GréBenunterschiede also immer ausgepragter. Daraus darf man schlieBen, daB die 
Zellen in Schwachlichtkulturen viel alter werden als in Starklichtkulturen und 
dann mehr Sporen ausbilden, wodurch wieder eine kleine AusgangsgréBe erreicht 
wird. Zum Vergleich ist auch die Verteilungskurve einer Synchronkultur 4 Std 
nach Lichtbeginn wiedergegeben. Die Zelldurchmesser verteilen sich in diesem Fall 
auf einen viel engeren GroBenbereich. Die Unterschiede der ZellgréBen bei den ver- 
schiedenen Lichtintensitéten werden auch durch Abb.15 gut wiedergegeben. Bei 
den groBen Zellen traten gelegentlich Einschniirungen, Auswiichse und andere 
Deformationserscheinungen auf. Die Pyrenoide waren stets sehr groB und fast 
immer in Mehrzahl vorhanden. 


Tabelle 2. Abhdngigkeit der Zellzahl und Zellgrope von der Lichtintensitit in regelmafig 
verdiinnten Dauerlichtkulturen 


durchschnittliches Zellzahl Vy 


Intensitat olumen x Zellzahl 
Zellvolumen 


Lux 2 je Milliliter | y*/ml 
3000 193 367 - 10° | 708 + 10° 
1000 408 180 - 10° 735 - 10° 

500 754 90 - 108 678 - 10° 


Die durchschnittliche ZellgréBe und Zellzahl bei den einzelnen Inten- 
sitaten gibt die Tab.2 wieder. Bei den Kulturen von 500 und 1000 Lux 
wurden wegen der starken Schwankungen am Versuchsbeginn nur die 
Werte nach dem 13. Versuchstag zur Mittelbildung verwendet. Es zeigte 
sich, daB das gesamte Zellvolumen, bezogen auf ein bestimmtes Volumen 
Kulturflissigkeit, bei allen 3 Intensititen ziemlich gleich ero war. 


a e 13. Zellgrépe bei Wieder- 
verwendung 
gebrauchter Néhrlésung 


Aus einer sehr dichten Algen- 
kultur mit einem Trockengewicht 
von 1,5 g/l wurden die Zellen ab- 
zentrifugiert. Kin Teil des Filtrats 
2 1 b Stage wurde sterilisiert und die Halfte 

Aulturalter davon bekam einen Zusatz von 

SO ee CL he ee ee 

o steril mit Nihrstoffzusatz, te a steril normale frische Nahrlésung ent- 

cue Ninrstofiwats, «——s nlent ster obve alt, Die Kulturen erhielten 

1000 Lux Dauerlicht und wurden 

aus einer Dauerlichtkultur von 3000 Lux beimpft. Die Anfangszellkon- 

zentration betrug 10° Zellen/ml. Die Kultur in gebrauchter Nahrloésung 

mit Nahrstoffzusatz und die Kontrolle in frischer Nahrlésung zeigten 

fiir die ZellgréBe den typischen Kurvenverlauf von Schwachlichtkulturen 
(Abb.16, vgl. auch Abb. 11). 


° 
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Demgegentiber ging das durchschnittliche Zellvolumen ohne Nahr- 
stoffzusatz sowohl in der sterilen als auch in der nichtsterilen Kultur auf 
die Halfte der GréBe zuriick, die sonst bei Dauerlichtkulturen von 
3000 Lux zu beobachten war. Die Vermutung, da8 der Riickgang des 
Zellvolumens in dichten Kulturen auf einer Veranderung der Nahrlésung 
beruht, wird also bestatigt. 


14. Zellgrépe bei allmdhlicher Verminderung 
der Konzentration der N&hrlésung 
Eine Kultur, welche unter regelmaBigem Verdiinnen mit frischer Nahr- 
lésung fast einen Monat lang Dauerlicht von 1000 Lux erhalten hatte, 
wurde auf zwei KulturgefaiBe verteilt. Die eine Kultur wurde nun unter 
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Abb.17. Verhalten von Zellgré8e und Zellteilung bei zunehmender Verdiinnung der Nihrlésung in 
einer Dauerlichtkultur von 1000 Lux. e——-—-e durchschn. Zellvolumen, verdiinnt mit aqua bidest., 
o——-—o durchschn. Zellvolumen, verdiinnt mit Nahrlésung, « « Zellkonzentration, verdiinnt 
m. aqua bidest., ° o Zellkonzentration, verdiinnt mit Nahrlésung, | Konzentration der 
Nahrlésung 


den bisherigen Bedingungen weiterbehandelt, wahrend die andere von 
nun an mit aqua bidest. verdiinnt wurde. Sobald die Nahrlésungskonzen- 
tration in dieser Weise auf 1/, reduziert worden war, setzte unter gleich- 
zeitiger Abnahme des durchschnittlichen Zellvolumens eine verstiarkte 
Zellteilung ein (Abb.17). Die Zellkonzentration stieg dabei auf das Drei- 
fache der Kontrolle an. Erst nachdem die Konzentration der Nahrlésung 
nur noch weniger als 1°/, betrug, wurde der Vermehrungsfaktor kleiner 
als bei der Kontrolle, und schlieBlich kamen Zellwachstum und Zell- 
teilung fast véllig zum Stillstand. Der Versuch hat also ergeben, daB die 
kleinen Zellvolumina in dichten Kulturen und bei Wiederverwendung 
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von bereits gebrauchter Nahrlésung wahrscheinlich durch Nahrsalz- 
mangel zu erklaéren sind. Die Verringerung des durchschnittlichen Zell- 
volumens wurde dabei zunachst vor allem durch eine spezifische Férde- 
rung der Zellteilung verursacht und erst spater durch das infolge Nahr- 
stoffmangels geschwachte Wachstum. Es besteht demnach in zunehmend 
dichter werdenden Kulturen ein Antagonismus zwischen Nahrlosungs- 
und LichteinfluB in der Form, da® die allmahliche Abnahme der durch- 
schnittlichen Lichtintensitat eine Verlangsamung der Zellteilung und 
damit Zunahme des durchschnittlichen Zellvolumens zur Folge hat, die 
allmahliche Erschopfung der Nahrlésung dagegen eine Forderung der 
Zellteilung und Verringerung des Zellvolumens (vgl. dazu jedoch Tamiya 
u. Mitarb. 1953). Ob dabei auch 
dem px eine Bedeutung zu- 
kommt, miiBte noch genauer 
nachgepriift werden. Nach 
einigen eigenen Beobachtungen 
scheint es nicht der Fall zu sein. 


15. CO,-Mangel wéihrend 
einer Lichtphase 
bei Synchronkulturen 


. i - at Die Anzucht erfolgte wie in 
Abb.18. Verhalten der Zellteilungin einer Synchron- Werauch © owe mae 
kultur beim Entzug des CO, withrend einer Licht- Dunkel-Wechsel von 16:8 Std 
phe bey an val der ietphase: Died’ und 3000 Laux. Am 4. Tag wurde 
x——- kein Licht wihrend &4,«——+Kontrolle die Kultur verdiinnt und auf 

3 Durchliiftungsréhren verteilt, 
die am folgenden Tag 1/, Std vor Lichtbeginn noch einmal egalisiert 
wurden. Wahrend der folgenden Lichtphase wurde eine Kultur mit 
AuBenluft durchliiftet, die von CO, weitgehend befreit war. Zu diesem 
Zweck wurde die Luft vorher durch zwei mit 2,5°/,iger Kalilauge gefiillte 
Waschflaschen geleitet. Die Lauge war jedoch vorher schon 20 Std durch- 
liiftet worden, da sich die Verwendung im vollstandig frischen Zustand 
als nicht giinstig erwiesen hatte. 

Wie Abb. 18 zeigt, fiel der folgende Teilungsschub aus, wenn die Kul- 
tur wihrend einer Lichtphase mit CO,-freier AuSenluft durchliiftet 
wurde bzw. wenn die Kultur wahrend dieser Zeit verdunkelt wurde. 
Beim Ubergang zu normalen Bedingungen traten nach der folgenden 
Lichtzeit wieder regelmaBige Teilungsschiibe auf. 

Nach Verwendung von ganz frischer Lauge war der nach dem Ubergang zu nor- 
malen Bedingungen erfolgende Schub wesentlich niedriger und trat auBerdem um 
3—4 Std verzégert auf. Man kénnte also an eine Schadigung durch vollstandigen 


CO,-Entzug denken, weshalb auf die Verwendung ganz frischer Lauge verzichtet 
wurde. 


Wirkung des Lichts auf die Zellteilung von Chlorella pyrenoidosa 


181 


16. Vergleichende Versuche mit Ankistrodesmus 
Um festzustellen, ob es statthaft ist, die Ergebnisse der vorliegenden 
Untersuchungen auch auf andere, nahe verwandte Griinalgen zu iiber- 
tragen, wurden 2 Versuche mit Ankistrodesmus braunii 202/7 B (ebenfalls 
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Abb.19. Zellzahl bei Ankistrodesmus im Wechsellicht von 16:8 Std (3000 Lux). Dunkelzeit 
schragschraffiert. Verdiinnt wurde immer am Ende der Dunkelzeit 


aus der Sammlung von Professor PrrinasHEIM) gemacht. Im ersten 
wurde die Zellteilung durch einen periodischen Licht-Dunkel-Wechsel 
von 16:8 Std bei 3000 Lux synchronisiert. Das lie8 sich hier genau so 


erreichen wie bei Chlorella. 
Die Schiibe lagen ebenfalls 
am SchluB der Dunkelzeit 


(Abb. 19). 
Ferner wurde Versuch 15 mit 
Ankistrodesmus  wiederholt. 


Mit dem CO,-Entzug wurde 
erst 30 min nach dem Ende 
der Dunkelphase begonnen. 
Auch hier erfolgte ein Teilungs- 
schub nur dann, wenn in der 
vorhergehenden _Lichtphase 
CO, zur Verfiigung stand 
(Abb.20). Ebenso blieb ein 
Teilungsschub aus, wenn die 
vorhergehende Lichtphase 
ausfiel. Die Auslosung der 
Teilung erfolgt also ebenso 


wie bei Ohlorella in der 
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Abb. 20. Verhalten der Zellteilung in einer Syn- 
chronkultur von Ankistrodesmus beim Entzug 
des CO, wihrend einer Lichtphase bzw. Ausfall 
der lLichtphase. Licht-Dunkel-Wechsel 16: 8, 
3000 Lux, Dunkelzeit schrig schraffiert. o ° 
kein CO, wihrend —&&, x kein Licht 
wihrend Jj, « e Kontrolle 


voraufgehenden Lichtphase. Das laBt auf weitgehende Ubereinstimmung 
der Verhaltnisse bei diesen beiden und wahrscheinlich auch bei anderen, 
nahe verwandten Arten schlieBen. 
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Diskussion 


Bereits in Versuch 2 zeigte sich, daB es schwierig ist, der endogenen 
Tagesrhythmk einen entscheidenden Einflu8 auf die Zellteilung von 
Chlorella zuzuschreiben, da der Zeitpunkt, zu dem der zweite Teilungs- 
schub nach dem Ubergang vom Licht-Dunkel-Wechsel zum Dauerlicht 
erfolgt, sehr stark von der Lichtintensitat abhangt. Dieselbe Schwierig- 
keit ergibt sich bei Betrachtung von Versuch 12. Dort war das ungefahre 
Volumenverhaltnis zwischen jungen und alten Zellen bei 500 Lux 1:30, 
bei 3000 Lux 1:10 und demnach die Sporenzahl bei niedrigen Licht- 
intensitaten groBer als bei hohen. Die mittlere Lebensdauer einer Zelle ist 
nun direkt proportional zur Sporenzahl und umgekehrt proportional zur 
Stoffproduktion (bzw. Vermehrungsrate, die bei niedrigen Lichtinten- 
sitaten stets kleiner ist als bei hohen). Bei niedrigen Lichtintensitaten 
kommt also zu der Verlingerung der Lebensdauer infolge der geringeren 
Stoffproduktion eine zusitzliche betrachtliche Verlingerung durch den 
vorliegenden Teilungsmechanismus. Diese Ergebnisse lassen sich schwer 
mit der Annahme vereinbaren, da8 die Zellteilung von Chlorella ent- 
scheidend durch eine endogene Rhythmik im eingangs erwahnten Sinne 
pecinflu8t wird. Bei der Interpretation der Versuchsergebnisse sollen 
daher nur die AuBenfaktoren beriicksichtigt werden. 

In dem hier vorgeschlagenen Deutungsversuch wird die Steuerung der 
Zellteilung auf stoffliche Basis zuriickgefiihrt, und es mu daher vor 
allem vom Erreichen einer bestimmten Konzentration des teilungsaus- 
losenden Stoffes! abhangen, wann die Anregung zur Zellteilung erfolgt. 
Ein solcher ,,Uberlaufmechanismus‘‘ miiBte sowohl im Dauerlicht als 
auch im Wechsellicht seine Giiltigkeit behalten. Fiir Chlorella erschopft 
sich dieser Vorgang nicht im Auffiillen einer Baustoffreserve, wie eS VON 
DENFFER (1950) fiir Diatomeen vorgeschlagen hat, da dieser Organismus 
in zu komplizierter Weise auf verschiedene Belichtungseinflisse reagiert 
(vgl. Lorenzen 1957, Prrson u. LoRENZEN 1957). Wie das Licht in 
einen solchen Uberlaufmechanismus eingreift, kann man sich folgender- 
maBen vorstellen: Der die Teilung auslésende Stoff C wird aus A und 
B gebildet und steht mit diesen im Gleichgewicht (Abb.21):4-B=C. 

A ist das mehr oder weniger unmittelbare Folgeprodukt einer Licht- 
reaktion ( | ) und wird im Licht bedeutend rascher gebildet als B. Die 
Menge, die zu C weiterreagiert, wird daher durch die Konzentration von 


1 Darunter ist hier der Stoff zu verstehen, durch dessen Konzentrationsanderung 
dariiber entschieden wird, ob es zu einem bestimmten Zeitpunkt zur Auslésung der 
Zellteilung kommt oder nicht. Der Stoff, welcher schlieBlich unmittelbar die damit 
verbundenen morphologischen Verainderungen verursacht, kann also ein Folge- 
produkt des ersteren sein, aber seine Konzentration und damit seine Wirkung sind 
durch die des vorhergehenden irreversibel festgelegt, solange die AuBenbedingungen, 
abgesehen von der Belichtung, nicht verandert werden. 
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B (Cg) begrenzt und ist relativ klein, waihrend der gréBte Teil fiir andere 
Sekundarprodukte verbraucht wird. Nach der Theorie der offenen 
Systeme stellt sich nun ein FlieBgleichgewicht ein, in dem die Konzen- 
tration von A (C4) vor allem von der Lichtintensitaét abhangt. Dagegen 
wird B kontinuierlich sowohl im Licht als auch im Dunkeln gebildet. Die 
Bildungsgeschwindigkeit ist abhangig von der durchschnittlichen Sub- 
stanzproduktion, aber relativ gréfer als die der letzteren. Dadurch steigt 
Cz im Laufe der Entwicklung an und ebenso infolge der Gleichgewichts- 
bedingung Cg (C4 wird dadurch nicht kleiner, da das FlieBgleichgewicht 
sehr stabil ist). Die Ver- 


anderung von Cc, hangt Licht 

also einerseits von einer | ? 2 
Verschiebung des FlieB- Foe te Cea eR Sree ee oe 
gleichgewichtes von A ab 

(durch Veranderung der 

Lichtbedingungen) und (—~T 


1 
andererse ts von der Abb. 21. Schema fiir den Bildungsweg des teilungsauslésenden 
kontinuierlichen Neu- Stoffes C (Erklirung im Text) 


bildung von B. 

Mit Hilfe der folgenden 
Abbildungen soll ein Teil 
der Versuche unter Zu- 
grundelegung dieser An- 
nahme erklart werden. 


Dabei wird fiir Stoff A Zelt 


Fa Pp * Abb. 22. Schema fiir den Verlauf der Konzentrationsinde- 
ein 
und fiir Stoff B 1° rungen von A und B im Dauerlicht (Erklirung im Text). 


niedriges Niveau als C4 ------- CB 
Basis angenommen, von 

welcher aus die Konzentrationen der beiden Stoffe in einander entgegen- 
gesetzter Richtung im logarithmischen Ma8stab aufgetragen werden. 
Nun kann man willkirlich festsetzen, daB die ftir die Auslésung von 
Zellteilungen erforderliche Konzentration von C dann erreicht ist, wenn 
sich die beiden Kurven beriihren bzw. schneiden. Es bleibt dabei ganz 
gleichgiiltig, an welcher Stelle der Ordinate dieser Punkt liegt. 


log &% 


1. Dauerlicht. Wahrend der Entwicklung der Zelle bleibt C4 konstant, Cz und 
folglich auch C¢ nehmen kontinuierlich zu (Abb. 22). Sobald C¢ den erforderlichen 
Schwellenwert erreicht hat, wird die Teilung ausgelést (7 in Abb. 22). Dabei wird 
ein Teil davon aus dem Gleichgewicht entnommen (z.B. zum Aufbau von Struk- 
turen im festen Aggregatzustand). Dasselbe gilt fiir 6, aus dem wahrend dieses 
Vorganges C nachgebildet wird. Es geht also auf ein niedrigeres Niveau zuriick und 
die Entwicklung beginnt von neuem. Das Freiwerden der Sporen erfolgt 12 Std 
nach dieser ,,Uberlaufreaktion‘’. Das hier fiir die Einzelzelle Gesagte gilt bei voll- 
synchronen Kulturen fiir alle Zellen gleichzeitig, wenn man sie im Dauerlicht weiter- 
kultiviert. Dabei tritt jedoch eine gewisse Streuung (B’) um den Mittelwert (B) auf, 
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die mit der Zeit immer mehr zunimmt und schlieBlich zu einer vollstandigen Desyn- 
chronisierung fiihrt. In einer solchen Population sind zu jeder Zeit alle Entwick- 
lungsstadien in gesetzmaBiger Weise — mit zunehmendem Alter kontinuierlich 
abnehmender Anzahl — vertreten, bzw. die einzelnen Zellen besitzen ganz ver- 
schiedene Werte von Cg (I in Abb. 23). 

2. Wechsel der Lichtintensitét. Verringert man in einer solchen Dauerlichtkultur 
zu einer bestimmten Zeit (a in Abb. 238) die Lichtintensitat, dann stellt sich fiir A 
ein neuer stationarer Zustand bei einer niedrigeren Konzentration ein. Dadurch 
wird das Gleichgewicht A - B = C nach links verschoben. Das muB in der Folgezeit 
durch eine weitere Zunahme von Cg kompensiert werden. Erst wenn C dadurch 
wieder auf die Konzentration gebracht worden ist, die es vor der Veranderung der 
Lichtintensitat hatte, beginnt die Auslosung von Zellteilungen erneut, nachdem sie 
beim Ubergang zu der niedrigeren Lichtintensitat véllig zum Stillstand gekommen 


Zeit 
Abb.23. Schema fiir den Verlauf der Konzentrationsiinderungen beim Wechsel der Lichtintensitat 
im Dauerlicht. C4 ------ , CB 


ist (vgl. Versuch 7, Seite 170). In der Folgezeit (II) fehlen in der Population einige 
Entwicklungsstadien. Die Verminderung der Lichtintensitat fiihrte also zu einer 
relativen Synchronisierung. Geht man von der niedrigen Intensitat aus (2. Teil von 
Abb.23), dann sind zuniachst wieder alle Entwicklungsstadien vorhanden. Die 
altesten von diesen hatten sich bei einer hoheren Lichtintensitat bereits geteilt, 
weil B fiir diesen Fall in gentigender Konzentration vorhanden war. Diese Teilungen 
werden nachgeholt, wenn die Konzentration von A durch eine Erhéhung der Licht- 
intensitat ansteigt (6). Die Bestatigung dafiir lieferte Versuch 8 (Seite 171). Nach 
einem solchen Schub treten bestimmte Entwicklungsstadien natiirlich haufiger auf 
(III). In diesem Zusammenhang ist es interessant, da bei Bakterien durch Tem- 
peraturerhéhung auch eine Teilsynchronisierung der Zellteilungen erreicht werden 
kann (CampspEeLL 1957). Das kénnte ebenfalls durch die Veranderung einer Reak- 
tionskonstanten erklart werden, wobei in diesem Fall die Temperatur an die Stelle 
des Lichts tritt. Da® ein regelmaiBiger Wechsel der Lichtintensitat zu eimer aus- 
gesprochenen Rhythmik in der Zellteilung fiihrt (Versuch 9), versteht sich danach 
von selbst. Die Teilungsrhythmik im Licht-Dunkel-Wechsel ist nur ein besonders 
deutlicher Grenzfall dieser Erscheinung. Dabei kommt jedoch noch hinzu, daf die 
Konzentration von A im Dunkeln so weit absinkt, daB sie bei erneuter Belichtung 
erst nach einer bestimmten Zeit wieder auf die Hohe angestiegen ist, die fiir die 
Auslisung von Zellteilungen bendtigt wird. Damit ist es zu erklaren, daB im 
Schwachlicht-Starklicht-Wechsel die Teilungsschiibe schon kurze Zeit nach dem 
Starklichtbeginn ausgelést werden, im Licht-Dunkel-Wechsel dagegen erst 6—8 Std 
nach Lichtbeginn. 

3. Ubergang vom Licht-Dunkel-Wechsel zu Dauerlicht verschiedener Intensitat. In 
Abb. 24 ist der Ubergang zum Dauerlicht mit dem letzten Licht-Dunkel-Wechsel 
wiedergegeben. Es liegen zwei Teilpopulationen vor, von denen die eine (P’) beim 
ersten Schub im Dauerlicht zur Teilung kommt. C4 steigt nach Dauerlichtbeginn 
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an und erreicht nach einer bestimmten Zeit wieder einen stationaren Zustand, der 
von der Lichtintensitat abhangig ist. Schneiden sich die Kurven A und B schon im 
aufsteigenden Teil der Kurve A (d. h. erreicht C die fiir die Auslésung der Teilung 
erforderliche Konzentration schon, wihrend C4 noch zunimmt, was bei hohen 
Lichtintensitéten der Fall ist), dann werden alle Zellen der Teilpopulation inner- 
halb kurzer Zeit zur Teilung angeregt (1’ und 2’), der Schub verlauft also steil. 
Liegt der Schnittpunkt erst im horizontalen Teil der Kurve A, so erstreckt sich der 
Schub tiber einen langeren Zeitraum (3’ und 4’). Bei Fortsetzung des Licht-Dunkel- 
Wechsels wiirde die Zeit, zu der die Auslésung der Zellteilungen im Fall 4’ im 
Dauerlicht erfolgt, bereits in der naichsten Dunkelphase liegen und daher der 
Teilungsschub ausbleiben. Die Bestatigung hierfiir erbrachten die Versuche 4 
und 5. Die Auslésung des zweiten Teilungsschubes (Population P’’) erfolet 
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Zeit 
Abb. 24. Schema fiir den Ubergang vom Licht-Dunkel-Wechsel zu Dauerlicht verschiedener Intensitat. 
Oneaze aa CB 


dagegen in allen Fallen erst, nachdem Cy, bereits den stationaren Zustand erreicht 
hat. Die Schiibe (1” bis 4”) verlaufen daher alle weniger steil und liegen zeitlich weiter 
auseinander (vg]. dazu Versuch 2). 

Beim Vergleich von Abb.4 und 5 mit Abb.24 ergibt sich, daB die 
Teilungsschtibe um so héher sind, je mehr der Schnittpunkt der Kurven 
A und B im aufsteigenden Teil von A liegt. Ferner konnte LorENzEN 
(1958) zeigen, daB die Kernteilung rund 12 Std vor dem Teilungsschub 
beginnt (also mit dem Zeitpunkt der Auslésung der Zellteilungen nahe 
zusammenfallt). Daraus ergibt sich eine Deutungsmdglichkeit ftir die 
bisher unerklarbare Erscheinung, da8 im Licht-Dunkel-Wechsel die 
Schubhohe sehr stark von der Lichtintensitét abhaingt, die Zeit des 
Teilungsschubes dagegen nur sehr wenig, wahrend doch gerade um- 
gekehrt zu erwarten gewesen ware, da8 die Zellteilung eintritt, sobald 
ein bestimmtes Entwicklungsstadium erreicht ist (also intensitaétsabhan- 
gig), die Sporenzahl dagegen immer gleich hoch ist. Setzt man die Aus- 
lésung der Zellteilung der ersten Kernteilung oder ihrer Hinleitung gleich, 
dann wiirde bei dieser, wie bereits erwahnt, eine bestimmte Menge C’ 
verbraucht (diese Annahme dient selbstverstandlich vorlaufig nur als 
Beispiel, da die Identitét der beiden Vorgange nicht erwiesen ist). Der 
Verbrauch wird jedoch bei hohen Lichtintensitaten kompensiert durch 
das starke Ansteigen von C4 wahrend der Kernteilung, so da Cg danach 
wieder groB genug ist, um sofort eine weitere Teilung einzuleiten usw. 

13* 
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Diese Vorstellung wird dadurch gestiitzt, daB die Sporenzahl bei der Aus- 
losung der Zellteilung noch nicht endgiiltig festgelegt wird, sondern daB 
sie davon abhiangt, ob nach der Teilungsauslosung sofort verdunkelt 
wird, oder erst einige Stunden spater (vgl. Versuch 3). Zwischen Sporen- 
zahl und Verbrauch von C ergibt sich damit die Beziehung: 


Cie: V, + AC — Coe: Vg = ke - Sporenzahl. 


(O1¢ = Konz. von C vor, Cog = nach der Kernteilung, V, = Volumen 
der Zelle bzw. des Zellorganells, in dem der Vorgang ablauft, vor, V»= nach 
der Kernteilung, AC = Zunahme von C durch den Anstieg von C4 
wahrend der Kernteilung, k ist die Menge C, die fiir die Erhéhung der 
Sporenzahl um 1 verbraucht wird.) Dadurch laBt sich erklaren, da8 nur 
beim ersten Teilungsschub im Dauerlicht groBe Unterschiede in der 
Schubhéhe auftreten, nicht aber beim zweiten. Es ist méglich, daB die 
Homogenisierung des Zellmaterials durch den EinfluB des Lichts auf die 
Sporenzahl fiir das Auftreten von Nachschwingungen im Dauerlicht viel 
wichtiger ist, als eine Synchronisierung durch die blofe Festlegung des 
Teilungszeitpunktes. Da in der angegebenen Gleichung das Volumen auf- 
tritt, 14Bt sich auch die hohe Sporenzahl bei sehr groBen Zellen (in 
Schwachlichtkulturen) damit deuten; in solehen konnten durch mehrere 
Stunden Starklicht Zellteilungen mit bis tiber 100 Sporen je Zelle her- 
vorgerufen werden. 

Mit diesem Schema lassen sich auch die anderen Ergebnisse tiber den 
EinfluB des Lichts leicht deuten; darauf mu8 hier jedoch verzichtet 
werden. Der vorgetragene Gedankengang konnte natiirlich nur eine 
starke Vereinfachung sein, und es ist denkbar, da die Konzentrations- 
iinderungen von A und B einen etwas anderen Verlauf zeigen, als hier 
erortert wurde. Einer eingehenderen Untersuchung bediirfen vor allem 
die Vorgange bei der Auslésung der Teilung selbst noch. Eine Verein- 
fachung ergibe sich bei der Annahme, daB die Reaktion B= C direkt 
vom Licht abhangig sei. Man brauchte dann fiir die Gleichgewichtsver- 
schiebung zwischen B und C nicht zusitzlich den Stoff A anzunehmen, 
und das Ergebnis wiirde sich trotzdem nicht wesentlich andern. Aller- 
dings miiBte in diesem Fall eine Koppelung mit der Photosynthese 
ausgeschlossen werden, und das scheint nach Versuch 15 nicht ohne 
weiteres zulassig. Auch die Beobachtung, daB die Rhythmik der Mitose- 
haufigkeit bei chlorophyllreichen Pflanzenteilen héherer Pflanzen starker 
ausgepragt ist als bei chlorophyllarmen (BUNNING 1952), konnte 
durch die Annahme eines Zusammenhanges zwischen Photosynthese 
und Mitose gedeutet werden. Daf auch andere Faktoren (Verdiimnung 
bzw. Erschépfung der Nahrlésung usw.) die Auslésung der Zellteilung 
beeinflussen kénnen, darf bei solchen Versuchen nicht auBer acht 
gelassen werden. 
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Zusammenfassung 

1. Durchliiftungskulturen von Chlorella pyrenoidosa wurden bei 20°C 
verschiedenen Lichtintensitaten (zwischen 500 und 3000 Lux), sowie ver- 
schieden langen Licht- und Dunkelzeiten ausgesetzt. Im Dauerlicht 
wurde das durchschnittliche Zellvolumen mit abnehmender Lichtinten- 
sitat groBer. Dasselbe gilt bei hochfrequentem Licht-Dunkel-Wechsel fiir 
abnehmende Linge der Lichtzeit. Auf eine einmalige Erhéhung der 
Lichtintensitat folgte ein Teilungsschub, im umgekehrten Fall kam es 
vortbergehend zu einem reinen Wachstum ohne Zellteilung. Durch 
regelmaBigen Wechsel von Stark- und Schwachlicht konnte eine Teilungs- 
rhythmik erzielt werden, wie sie vom normalen Licht-Dunkel-Wechsel 
her bekannt ist. 

2. Ein EinfluB eines endodiurnalen Systems auf die Zellteilung von 
Chlorella konnte in den vorliegenden Versuchen nicht festgestellt werden. 
Die Teilung wurde unter sonst konstanten Bedingungen weitgehend 
durch die Lichtverhaltnisse geregelt. 


3. Im Licht-Dunkel-Wechsel war die Zeit vom Lichtbeginn bis zur 
Auslésung der Zellteilung von der Lichtintensitaét abhangig. Die Zeit von 
der Auslosung der Zellteilung bis zum Austreten der Sporen betrug da- 
gegen stets 12 Std. Die Zellen bendtigten unter den gegebenen Bedin- 
gungen fiir ihre Gesamtentwicklung zwei Licht-Dunkel-Cyclen (2 16:8). 

4. Die durchschnittliche Sporenzahl je Mutterzelle nahm bei Syn- 
chronkulturen mit der Lichtintensitat zu. Im Dauerlicht traten die hohen 
Sporenzahlen dagegen bei den niedrigen Lichtintensitaten auf. Es muB 
allerdings offen gelassen werden, ob sie bei Intensitadten tiber 3000 Lux 
nicht doch wieder zunehmen. Sie waren in beiden Fallen nicht nur von 
der GroBe der Mutterzellen abhangig. 

5. Fir die Wirkungsweise des Lichts wurde ein Schema angegeben, 
durch welches sich die hier gemachten Beobachtungen deuten lassen. 
Die Grundlage dafiir ist ein Uberlaufmechanismus, welcher eine zusitz- 
liche Steuerung durch einen Stoff erfaihrt, dessen Konzentration von der 
Lichtintensitat abhangt. 

6. Niedrige Nahrlésungskonzentrationen wirkten fordernd auf die Aus- 
lésung von Zellteilungen. Diese Tatsache ist als eine der Ursachen fiir die 
kleinen durchschnittlichen Zellvolumina in dichten Kulturen anzusehen. 

7. Voriibergehender Entzug des CO, wahrend einer Lichtphase fiihrte 
bei Synchronkulturen zum Ausfall eines Teilungsschubes. Es darf daher 
eine Koppelung des Auslésungsmechanismus mit der Photosynthese ver- 
mutet werden. 

Meinem verehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. R. Harper, danke ich ftir die 


Uberlassung des Themas und stete Férderung der Arbeit. Ferner danke ich Herrn 
Dr. B. ScahwEmMM ze fiir wertvolle Hinweise und Kritik. 
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Die Bildung von Ektoenzymen durch holzzerstérende 
und holzbewohnende Pilze auf verschiedenen Nihrbéden 


IT. Mitteilung 
Cellulose als C-Quelle 


Von 
Horst Lyre 


Mit 10 Textabbildungen 


(Hingegangen am 22. Mat 1959) 


Der Abbau von Cellulose durch Pilze ist ein sehr wichtiger Proze8 im 
Stoffkreislauf der Natur und zugleich von beachtlichem wirtschaftlichem 
Interesse, da die Schadlichkeit vieler Pilze durch ihre Fahigkeit zum 
Abbau cellulosehaltiger Materialien bedingt ist. Daher sind diesem Pro- 
blem schon zahlreiche Untersuchungen gewidmet worden, deren Ergeb- 
nisse von Norp u. Virucct (1948) sowie Stu u. RnEsE (1953) zusammen- 
fassend dargestellt sind. Trotz mancher Fortschritte sind jedoch unsere 
Kenntnisse wichtiger Besonderheiten in biochemischer und physiologi- 
scher Hinsicht noch recht begrenzt. Durch die Arbeiten von REESE 
(1952), NorKrans (1956, 1957), WurraKeEr (1954, 1956), Jermyn (1953, 
1955) und THomas (1956) ist die Art des Abbaues nicht nativer Cellulose 
weitgehend geklart. Die daran beteiligten Enzyme konnten naher charak- 
terisiert und gereinigt werden. Trotz mancher Bemiihungen ist jedoch 
noch wenig bekannt tiber die physiologische Seite des Vorganges und das 
AusmaB der Cellulase-Bildung durch einzelne Pilzarten. Obwohl auch 
hiertiber bereits wertvolle Untersuchungsergebnisse durch die oben ge- 
nannten Autoren vorliegen, ist es schwer, ein einheitliches Bild zu ge- 
winnen, da die Ergebnisse sowohl durch die unterschiedlichen Kulti- 
vierungsmethoden als auch durch die verschiedene MeBmethodik der 
Cellulase-Aktivitét nicht vergleichbar sind. Daher sind wir tiber die 
cellulolytischen Fahigkeiten der einzelnen Pilzarten noch sehr wenig 
orientiert, was sowohl fiir praktische Zwecke als auch fiir weitere bio- 
chemische Untersuchungen sehr nachteilig ist. 

Tn einer ersten Mitteilung (Lr 1959) war tiber die Enzymbildung von 
10 Pilzarten bei einem Wachstum mit Pectin als C-Quelle berichtet 
worden. Acht Arten sind typische Holzzerstérer bzw. Holzbewohner, 
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wahrend zwei Arten nur gelegentlich auf Holz, dafiir aber weit verbreitet 
auf anderen cellulosehaltigen Materialien vorkommen. Letztere (T'richo- 
derma viride und Chaetomium globosum) werden von Siu u. REESE zu 
den stark cellulolytischen Arten unter den Schimmelpilzen gerechnet. 
Um verlaBliche Vergleichswerte zu erhalten, wird ebenso wie in der ersten 
Mitteilung zwischen der Maximal-(M-A), Gesamt-(G-A) und spezifischen 
Aktivitat (Sp-A) unterschieden, wobei erstere die gemessenen Hoéchst- 
werte ausdriickt und die tibrigen durch Relativwerte angegeben werden, 
die aber mit denen anderer Versuchsserien in dieser Reihe vergleichbar 
sind. Die Gesamtaktivitat wird durch Bestimmung der durch die Aktivi- 
titskurven eingeschlossenen Flachen ermittelt und umfaBt nur den 
Bereich bis zum Erreichen eines maximalen Myceltrockengewichtes. Die 
spezifische Aktivitat wurde durch Umrechnen auf ein einheitliches Mycel- 
trockengewicht von 100 mg aus der Gesamtaktivitat erhalten. Auf diese 
Weise gelangt man zu Werten, die einen Vergleich der Enzymaktivi- 
taten mehrerer Pilzarten erméglichen, was durch eine stichprobenartige 
Auswertung nicht zu erreichen ist. Viele Unklarheiten und Fehlschliisse 
sind durch letzteres Verfahren zu erklaren. 


Methodik 


Die Untersuchungen wurden mit der gleichen Methodik fortgesetzt, die in der 
I. Mitteilung naher beschrieben ist. Die Grundnahrlésung mit Pepton als N- Quelle 
blieb unverandert, erhielt jedoch keinen Zusatz von CaCO 3. Als C- Quelle dienten 
0,25°/, Cellulose (sorgfaltig gewaschenes und mittels eines Homogenisators fein zer- 
teiltes Filtrierpapier). Die Menge war geringer als bei den anderen C- Quellen, damit 
die Nahrlésung nicht zu teigig und die Aktivitatswerte durch Adsorption an das 
Substrat méglichst wenig beeinfluBt wurden. Am Ende der Versuchszeit war noch 
nicht die gesamte Cellulose verbraucht. Die Bestimmung der Enzymaktivititen 
erfolgte wie bei Lyr (1959) sowie Lyr u. Zrma@ueR (1959) ausfiihrlicher beschrieben. 

Zur viscosimetrischen Messung der Cellulase-Aktivitat wurde Athyl- 
hydroxyathylcellulose (Modocoll) verwandt. Dadurch wird ausschlieBlich ein Enzym 
erfaBt, das 1,4-f-glucosidische Bindungen von Glucose héheren und mittleren 
Polymerisationsgrades spaltet und allgemein als Cellulase (C, nach Srv u. REESE 
1953) bezeichnet wird. Cellobiase und andere 6-Glucosidasen stéren die Bestimmung 
nicht. Da die Reaktionszeit nur 10 min betrigt und die Messung bei 25° C durch- 
gefiihrt wird, kann weitgehend die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion beriick- 
sichtigt werden, was fiir vergleichende Messungen sehr wichtig ist. Die genaue Hin- 
haltung vollig gleicher Kulturbedingungen ist fiir derartige Untersuchungen aufer- 
ordentlich wichtig. So kann z.B. die Gré8e der Erlenmeyerkolben nicht beliebig 
gewahlt werden. 1000 ml Kolben gaben gegeniiber den sonst verwendeten 100 ml 
Kolben wesentlich geringere Cellulase-Aktivititen bei Verwendung des gleichen 
Pilzstammes und der gleichen Nahrlésung. Das Verhaltnis von Oberfliche zu 
Flissigkeitsvolumen wirkt sich — zumindest auf die Cellulase-Bildung — sehr 
stark aus. Hine ahnliche Beobachtung machte Jermyn (1955) fiir die Bildung von 
B-Glucosidase durch Stachybotrys atra, und auch THomas (1956) weist auf den Ein- 
flu8 der Beliiftung fiir die Cellulase-Bildung hin. In unseren Versuchen war das 


Verhitini Oberfliche 17 cm? 
pip Volumen 25 cm? — 0:68, 
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Die Messung der Pectinase-Aktivitat erfolgte ebenfalls viscosimetrisch mit 
Pectin als Substrat. Fiir die Amylase und Xylanase gilt die Zunahme des Reduk- 
tionswertes nach 4 Std als Ma fiir die Aktivitat. Reduzierende Zucker wurden 
colorimetrisch mit Dinitrosalicylsaure-Reagens bestimmt. 

Die Bildung von Amylase konnte aus technischen Griinden nur bei Merulius 
lacrymans gemessen werden. Phellinus igniarius hatte bis zum Versuchsende eine 
deutliche Peroxydase und Trametes versicolor eine schwache Laccase-Aktivitat. 
Bei Collybia velutipes und Schizophyllum commune war eine solche nicht nach- 
weisbar. Auf eine quantitative Bestimmung der Oxydasen wurde verzichtet. 

Das Myceltrockengewicht konnte nur annahernd ermittelt werden, da eine 
Trennung des gebildeten Mycels von der unzersetzten Cellulose nicht méglich war. 
Aus der Zu- und Abnahme der Gesamttrockensubstanz sowie aus deren N-Gehalt 
(bestimmt nach dem Kjeldahl-Verfahren) lieB sich aber der Verlauf des Mycel- 
wachstums erkennen. Hine exakte Bestimmung der Myceltrockensubstanz (TS) 
tiber die Stickstoffwerte ist nicht méglich, da der N-Gehalt des Mycels von dessen 
Alter abhangig ist und auBerdem durch die Zusammensetzung der Nahrlésung und 
die Art der C- Quelle beeinflu8t wird. Dariiber hinaus bestehen artspezifische Unter- 
schiede mit einer derartigen Variationsbreite, da8 man mit Durchschnittswerten 
nicht arbeiten kann. 


Pilzwachstum 


Im Vergleich zu anderen C-Quellen mit Ausnahme der Glucose ent- 
wickelten die Pilze nur ein sehr geringes Mycelgewicht. Das kann nicht 
allein durch die geringe Menge an Kohlenhydraten erklart werden, wenn- 
gleich das Wachstum hierdurch beeinfluBt sein kann. THomas (1956) 
fand ein Optimum an Cellulose von 0,1°/, fiir die Cellulase-Bildung durch 
Stachybotrys atra. Auch ScHAEFER (1957) konnte bei Aspergillus terreus 
eine gesteigerte Enzymbildung durch steigende Kohlenhydratmengen 
fiir einen gewissen Bereich nachweisen. Die Maximalaktivitat wurde 
etwa bei 0,5°/, Cellulose erreicht. Offenbar wird die Enzymbildung und 
damit auch die Freisetzung von léslichen Zuckern durch steigende Cellu- 
losemengen in einem gewissen Bereich geférdert, was sich auch auf das 
Mycelwachstum auswirken mu. Die Optimalmengen fiir Enzymbildung 
und Mycelwachstum sind offensichtlich nicht die gleichen (siche ScHAE- 
FER, Abb.9). Sie liegen fiir letzteres wesentlich hoher, da wahrscheinlich 
die meBbare Enzymaktivitaét durch Adsorption an gréBere Cellulose- 
Mengen und durch auftretende Reaktionsprodukte verringert wird. 
Méglicherweise wird auch die Synthese eingeschrankt. 

Bei einem Vergleich des Pilzwachstums ist zu beriicksichtigen, daB 
Cellulose von allen verwendeten Polysacchariden am schwersten hydroly- 
sierbar ist, so daB sich die Umsatzgeschwindigkeit begrenzend auf das 
Wachstum auswirken kann. Das auBert sich in den maximalen Trocken- 
gewichten (siehe Tab. 1), bei denen Fomes marginatus als aktivster Cellu- 
lasebildner an erster Stelle steht, und Coniophora cerebella gegentiber vom 
achten Platz in der Pectin-Serie auf den vierten aufriickt. Kine vollige 
Ubereinstimmung zwischen Cellulase-Aktivitat und Mycelbildung ist 
natiirlich nicht zu erwarten, da artspezifische Besonderheiten das 
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Ausma8 der Mycelbildung bestimmen und auf allen Nahrbéden wirksam 
bleiben. So nimmt Sch. commune fast auf allen Substraten einen der 
ersten und M. lacrymans einen der letzten Platze ein. Die Ubereinstim- 
mung der Substratenzym-Aktivitét mit der Mycelbildung ist aber auf 
Cellulose am weitgehendsten. 

Der flache Verlauf der TS-Kurven ist durch die langsame Substrat- 
spaltung bedingt. Obwohl insgesamt wesentlich weniger an Kohlen- 
hydraten von den Pilzen verbraucht worden ist als in der Glucose-Serie, 
liegen doch die Mycelgewichte im Durchschnitt hier geringfiigig hoher 
(s. Tab. 2). Das bedeutet, daB Cellulose mit einem wesentlich gréBeren 
Nutzeffekt verwertet wird als Glucose. 


Tabelle 2. Relative Steigerung der Cellulase- und M yceltrockensubstanz- Bildung 
auf Cellulose gegeniiber Glucose als C-Quelle 


(1,0 bedeutet Gleichheit) 


Pilze | M-A G-A Sp-A TS 
OCR ACOUMNUNC Gs a ee aie cube heat « 94 76 180 0,9 
Tins WEL SECOLOT wees, is als es 960 39 126 0,9 
BRz AGNAGYIUSs =. eorser ec te 1500 50 152 ily 
OS VUUIDES SS ee age ea wm ss 480 ily 6) 0,9 
Pe UIGURGUS > 6 8 ss es "i 8 7 1,2 
PRC COCLLCE Ge te ee oe aka Sher sale 88 107 58 1,8 
MRBLACKY OCIS Med se Ue Pisisist Kel slo's — _ _ — 
GLASLODIATOUTS Me. 8 ow se 1140 56 156 ih 
GRIPE Ore r ss S etaNas 445) 8-8 1s ce. 170 5 13 ie! 
Ch. globosum var. affine ..... 230 12 60 0,8 
Durchschnitt aller Pilze ..... 519 41 90 | 


Der N-Gehalt der Gesamttrockensubstanz erreichte zwischen 9 bis 
15 Tagen die héchsten Werte, um danach stark abzufallen. Im einzelnen 
sind die artspezifischen Unterschiede im Ausma8 der N-Anreicherung 
betrachtlich. Leider wissen wir noch ziemlich wenig tiber die Beeinflus- 
sung der HiweiBsynthese durch die Kohlenhydrat- Quelle bei den héheren 
Pilzen. THomas (1956) fand z.B. bei Stachybotrys atra, daB der N-Gehalt 
des Mycels nur 1,1°/, bei einem Wachstum auf Cellulose gegeniiber 4,6°/, 
auf Glucose betrug. 

Die po-Werte liegen allgemein relativ hoch und erreichen bei M. lacry- 
mans mit py 3,1 den tiefsten Wert. Reduzierende Substanzen sind 
teils gar nicht, teils voriibergehend in geringer Menge im Kulturfiltrat 
nachweisbar. Reduzierende Spaltprodukte der Cellulose werden offenbar 
sofort aufgebraucht und kénnen sich nicht anreichern, was fir eine 
Begrenzung des Wachstums durch die Geschwindigkeit der Substrat- 


spaltung spricht. 
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Enzymbildung 
Cellulase 
Wahrend dieses Enzym auf anderen Substraten nur von wenigen 
Arten gebildet wurde, war hier bereits nach wenigen Tagen bei fast allen 


Linheiten TS 
Cell. Pect. mg pH 


oe 


7000 +1000 100\ 


500-500 50 


0-0 


x os O 

0 10 20 IO Vage 

Abb.1. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Schizophyllum commune bei einem Wachstum 
mit Cellulose als C-Quelle. x x Cellulase, o o Pectinase, 0 O Xylanase, o--— -° 
pu-Wert, x--—-x Reduktionswert (RW) der Kulturfliissigkeit (als y-Glucose je Milliliteraus- 
gedriickt), Myceltrockengewicht (TS) (aus der Gesamttrockensubstanz und deren N-Gehalt 
niherungsweise ermittelt) 
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Abb.2. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Trametes versicolor (Zeichenerklarung siehe Abb. 1) 


Pilzen eine kriaftige Cellulase-Ausscheidung zu beobachten. Wie aus den 
Abb. 1—10 zu ersehen ist, steigt die Cellulase-Aktivitaét kontinuierlich an 


Bildung von Ektoenzymen 195 


und erreicht bei einigen Arten mit maximaler Myceltrockensubstanz den 
héchsten Wert, bei anderen hingegen erst bei abnehmendem Mycel- 
gewicht. Das trifft auch fiir andere Enzyme zu und ist demnach nicht 


Einheiten TS 
Cell. Pect. mg. pH 
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Abb.3. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Phellinus igniarius (Zeichenerklarung siehe Abb. 1) 


Linheifen 75 
Cell. Pect. mg pH 


500+-500 50 


Abb. 4. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Collybia velutipes (Zeichenerklarung siehe Abb. 1) 


als charakteristisch fiir die Cellulase, sondern eher fiir die Wachstums- 
bedingungen anzusehen. Da nach Erreichen des maximalen Trocken- 
gewichtes die Kohlenhydratquelle noch nicht aufgebraucht ist, kommt 
es offensichtlich noch nicht zu einem schnellen Verlust der synthetischen 
Fahigkeiten, was an dem flachen Abfall der TS-Kurven zu erkennen ist. 
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Moglicherweise wird die Synthese einiger Ektoenzyme durch auto- 
lytische Prozesse sogar begiinstigt, wie das bei der Laccase von C. velu- 
tipes der Fall ist [LyR u. ZrpGLER (1959)]. Okologisch ware das zweifellos 
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Abb.5. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Fomes marginatus (Zeichenerklarung siehe Abb. 1) 
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Abb. 6. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Coniophoracerebella (Zeichenerklarung siehe Abb. 1) 


vorteilhaft, da die substrataufschlieBenden Ektoenzyme das Ausgangs- 
material fiir den gesamten Stoffwechsel liefern miissen. Auch aus den 
Angaben von MANDELS u. REESE (1957) tiber die Cellulase-Bildung von 
Tr. viride ist zu entnehmen, daB diese nach Erreichen des maximalen 
Mycelgewichtes noch bedeutend ansteigt, was auch zum Teil in noch 
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starkerem MaBe fiir die Amylase gilt. Das scheint bei dieser Art beson- 
ders ausgepragt zu sein, da auch bei unserem Stamm eine Cellulase- 
Bildung erst nach diesem Zeitpunkt einsetzte. Die einzelnen Arten 


Einheiten Ts Xyl.| Amy 
Cell. Pect. mg pil y/mb 
20001000 100; 6 7000-7000 


AW 
1 mL AF 
7000-500 50 500500 -~500 
040 = 0 
0 70 20 30 Tage 
Abb. 7. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Merulius lacrymans (a a) Amylase 
(weitere Zeichenerklarung siehe Abb.1) 
Linheiten 7g 
Cell. Pect mg pH 
vA Xyl. 
y/m 
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Abb.8. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Gloeophyllum saepiarium 
(Zeichenerklaérung siehe Abb. 1) 


reagieren mit ihrer Enzymbildung auf ein Absinken des Trockengewichtes 
aber offenbar verschieden. Wahrend Sch. commune und C. velutipes die 
Enzymbildung sofort einstellen oder zumindest vermindern, sind die 
typischen Braunfiuleerreger weniger empfindlich, wahrend die typischen 
WeiBfauleerreger T'r. versicolor und Ph. igniarius darauf am spatesten 
reagieren. Letzterer zeigte ein kontinuierliches Ansteigen der Cellulase- 
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Aktivitat bis Versuchsschlu8. In einigen Fallen scheinen in einem spa- 
teren Stadium die Enzymaktivititen nochmals anzusteigen. Offensicht- 
lich hat die Wachstumsphase nach Erreichen des maximalen Mycel- 
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Abb. 9. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Trichoderma viride (Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 
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Abb.10. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Chaetomiwm globosum var. affine 
(Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 


trockengewichtes bei den einzelnen Arten ihre Besonderheiten. Leider 
wissen wir tiber die Stoffwechselvorgange in dieser Phase sehr wenig und 
die auch hier der Kiirze wegen gelegentlich verwendete Bezeichnung 
, Autolyse“ ist in ihrem eigentlichen Sinn nur bedingt anwendbar. Wenn 
auch Abbauprozesse tiberwiegen, so sind doch anfangs lebenswichtige 
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Funktionen noch nicht betroffen und die eigentliche ,Autolysis setzt 
erst viel spater ein. Wie an C. velutipes festgestellt werden konnte [LyR 
u. ZIEGLER (1959)], ist eines der ersten nachweisbaren Symptome fiir eine 
Veranderung des Stoffwechsels eine verminderte Wirksamkeit der oxy- 
dativen Phosphorylierung. 

Besonders hohe Cellulase-Werte weisen die Braunfauleerreger auf, was 
zu erwarten war, da es Arten mit hoher Holzzerstérungsintensitat sind. 
DaB es sich aber hierbei nicht um eine gruppenspezifische Eigentiimlich- 
keit handelt, zeigt Gl. saepiarium, das von Schizophyllum commune iiber- 
troffen wird und dem Ph. igniarius etwa gleichkommt. Das Ausma8 der 
Enzymbildung ist in erster Linie ein artspezifisches Merkmal. Sch. com- 
mune, das sonst meist ein schwacher Enzymbildner ist, hat eine bemer- 
kenswert starke Cellulase-Ausscheidung. Dagegen fallen die beiden 
Schimmelpilze deutlich gegentiber den Holzzerstérern ab, wobei aber 
Chaetomium globosum in der spezifischen Aktivitét immerhin die Werte 
von C. velutipes erreicht, der ein schwacher Holzzerstoérer ist. Tr. viride 
steht an letzter Stelle, wobei es in der Gesamt- und spezifischen Aktivitat 
etwas benachteiligt ist wegen der sehr spat einsetzenden Cellulase-Aus- 
scheidung. Von allen Arten erreicht Fomes marginatus die héchsten 
Aktivitaétswerte, was auch auf anderen Nahrbéden festzustellen ist. 


Pectinase 


Obwohl das Nahrmedium keinerlei Pectin und andere Substanzen ent- 
halt, die nach Puarr (1947) fiir eine Induktion der Pectinase in Betracht 
kommen, weisen alle Arten eine mehr oder weniger groBe Pectinase- 
Aktivitét im KF auf. Es diirfte sich um eine nicht induzierte Enzym- 
bildung handeln, die auch auf anderen pectinfreien Substraten zu beob- 
achten ist. Die Aktivitaten sind allerdings wesentlich geringer als mit 
Pectin. Im Durchschnitt aller Pilze waren in der Pectinserie die Maximal- 
aktivitait 12fach, die Gesamtaktivitat 20fach und die spezifische Akti- 
vitat 10fach hoher. In Einzelfallen war die Steigerung noch bedeutender 
(80fache in der Maximal-Aktivitat bei F. marginatus). Dagegen ist in der 
spezifischen Aktivitat bei Sch. commune und Ph. igniarius keine Forde- 
rung durch Pectin zu erkennen. In dem Ausma8 der Induktion durch das 
Substrat-bestehen deutliche artspezifische Unterschiede. Ph. igniarius 
spricht von allen Arten in der Pectinasebildung am wenigsten an. 


Xylanase 
Die Aktivitatsunterschiede der einzelnen Pilze sind ebenso wie auf 
anderen Nahrbéden bei diesem Enzym ziemlich gering. Sch. commune, 
Tr. versicolor und Ph. igniarius stehen an der Spitze, wahrend die Braun- 
fauleerreger nicht wie iiblich durch besondere Aktivitaét hervortreten. 
Die Schimmelpilze fallen nicht so stark ab wie bei anderen Enzymen, 
Arch. Mikrobiol., Bd. 34 14 
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sondern halten gute Mittelwerte. Hine Parallelitat zwischen Xylanase 
und Cellulase-Aktivitét ist in den meisten Fallen nicht zu erkennen. 
Gegeniiber der Pectin-Serie sind die Unterschiede ziemlich gering. Zwar 
sind dort die M-A und G-A mit Ausnahme von Sch. commune und T'r. 
versicolor etwas hdher, jedoch sind die Differenzen nicht sehr bedeutend. 
In der Sp-A fiihrt die Cellulose-Serie wegen der geringeren Mycelbildung. 


Diskussion 


Im allgemeinen stimmen die Autoren, die sich mit der Bildung von 
Cellulase durch Pilze beschaftigt haben, darin iiberein, daB Cellulase 
ein ,,adaptives Enzym“ ist. Leider ist dieser Begriff, wie schon KARSTROM 
(1938) ausfihrte, nicht ausreichend, um ein Enzym zu charakterisieren. 
Wie aus unseren und den Untersuchungen anderer Autoren hervorgeht, 
pestehen betrachtliche artspezifische Unterschiede in der Enzymbildung, 
die eine Verallgemeinerung fiir ein Enzym erschweren. Wahrend JERMYN 
(1952) die Cellulasebildung bei Stachybotrys atra als wenig abhangig von 
der C- Quelle fand, geben ReEsE u. Levison (1952) an, bei Schimmel- 
pilzen (mit Ausnahme von Aspergillus luchuensis) in Abwesenheit von 
Cellulose keine Cellulase-Aktivitét gefunden zu haben. Durch die stich- 
probenartige Auswertung ist allerdings der Aussagewert der Ergebnisse 
begrenzt. ManpEts u. Resse (1957) stellten bei Tr. viride auch auf 
Glucose eine schwachere Cellulase-Bildung fest, was auch nach SCHAEFER 
(1957) fiir Aspergillus terreus zutrifft. BosE u. SaRKAR (1937) fanden bei 
allen untersuchten holzzerstérenden Pilzen bei einer Kultur auf Malz- 
lésung eine sehr schwache cellulolytische Wirkung. NorKRans (1957) 
dagegen konnte bei Fomes annosus auf Glucose keine und auf Cellobiose 
nur in Spuren eine cellulolytische Aktivitat nachweisen, wahrend das 
Enzym mit Cellulose reichlich gebildet wurde. 

Aus unseren Untersuchungen geht hervor, da diese unterschiedlichen 
Befunde in erster Linie durch die Pilzart und nur zum Teil durch die 
Kulturbedingungen zu erkliren sind. Wahrend manche Arten wie F. 
marginatus und CO. cerebella auf allen Substraten eine Cellulase-Aktivitat 
erkennen lassen, fehlt diese bei anderen Arten auf allen Substraten, die 
keine Cellulose enthalten. Zu dem ersteren Typus gehéren nur sehr aktive 
Cellulase-Bildner, bei denen die Enzymbildung offensichtlich starker 
konstitutiv festgelegt ist. Sie werden durch Cellulose wesentlich schwa- 
cher in der Enzymbildung geférdert als die anderen Arten. So verstarkt 
sich die Maximal-Aktivitaét auf Cellulose gegeniiber Glucose bei J’. mar- 
ginatus nur um das 6,7fache, bei Ph. igniarius hingegen etwa um das 
1500 fache (vel. Tab.2). Im Durchschnitt aller Pilze ergibt sich gegentiber 
Glucose als Substrat mit Cellulose folgende relative Aktivitatssteigerung : 
M-A: 519, G-A: 41, Sp-A: 90. Bezieht man die durchschnittlichen Akti- 
vitiitswerte auf den beiden Substraten aufeinander, so erhalt man folgende 
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absolute Steigerung: M-A: 21,2, G-A: 18,2, Sp-A: 22,7. ScHaEFER (1957) 
fand bei Aspergillus terreus eine Steigerung bei Verwendung von 
Cellulose an Stelle von Glucose um das 3,2—4,4fache. Aus den ver- 
schiedenartigen Befunden kann man den SchluB ziehen, da durch die 
Anwesenheit des Substrates die Cellulase-Bildung gesteigert wird, wobei 
das Ausmaf} artspezifisch verschieden ist und in einem weiten Bereich 
variieren kann. Eine Erhéhung um das 3,2fache (SCHAEFER) ist offenbar 
der geringste bisher gemessene Wert. Dabei ist zu beriicksichtigen, daB 
es sich bei der ,,relativen Enzymwirksamkeit‘‘ von SCHAEFER um eine 
Art spezifischer Aktivitét handelt, die jedoch nicht aus der Gesamt-, 
sondern aus der Maximal-Aktivitat errechnet wurde. Die obere Grenze 
der Foérderung festzustellen, ist unmodglich, da auf Glucose bei vielen 
Arten eine Cellulase-Bildung vollig fehlt. Nimmt man jedoch 1 Einheit 
in unseren Versuchen als Minimalwert an, so kann eine Steigerung der M-A 
um mehr als das 1000fache bei manchen Holzzerstérern nachgewiesen 
werden. Ob die an unseren Pilzen festgestellte Regel, da8 nur sehr aktive 
Cellulase-Bildner das Enzym auch in Abwesenheit des Substrates bilden, 
verallgemeinert werden kann, la8t sich nur durch weitere vergleichende 
Untersuchungen ermitteln. Hierbei wiirde eine Standardisierung der 
Bestimmungsmethodik einen wesentlichen Fortschritt darstellen. 

Ohne Beriicksichtigung des Zeitfaktors ist ein Vergleich der cellulo- 
lytischen Wirkung von Pilzen nicht méglich. Es ist noch nicht einmal 
méglich zu entscheiden, ob der Pilz zu den Cellulosezersetzern gehért, 
wenn nur eine stichprobenartige Auswertung vorliegt. Bei manchen 
Arten setzt die Cellulase-Bildung erst ziemlich spat ein oder verschwindet 
bald wieder. Dadurch ist wahrscheinlich auch die geringe Ubereinstim- 
mung unserer Ergebnisse mit denen von REESE u. Levison (1952) hin- 
sichtlich der Aktivitat der Holzzerstorer zu erkliren. Nach den Angaben 
dieser Autoren war fF’. pinicola (= F. marginatus) weniger aktiv als Sch. 
commune und T'r. versicolor, obwohl ersterer als sehr kraftiger Holzzer- 
storer bekannt ist, was auch in unseren Werten zum Ausdruck kommt. 
Wie ein Vergleich mit Tab.1 zeigt, stimmen unsere Ergebnisse gut mit 
den Erfahrungen tiberein, die fiir die Holzzerstorungsintensitat der ein- 
zelnen Pilzarten vorliegen. 

Die Annahme von SoRENSEN (1957), daB Cellulase zugleich gegen 
Xylan aktiv sei, was auch von THomas (1956) angenommen wird, und 
daf Xylanase eine cellulolytische Aktivitat hatte, kann durch unsere 
Befunde nicht bestatigt werden. Es erscheint sicher, da der Abbau 
dieser beiden Substrate durch zwei verschiedene Enzyme durchgefiihrt 
wird, die allerdings bei den meisten Pilzen in Anwesenheit von Cellulose 
gemeinsam ausgeschieden werden. Der Verlauf der Aktivitaétskurven 
weist deutlich auf die Verschiedenartigkeit der beiden Enzyme hin. 
Selbst bei hoher Xylanase-Aktivitat z.B. mit Amylum als Substrat war 

14* 
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bei den meisten Arten keinerlei Cellulase-Aktivitat nachweisbar, obwohl 
unser Bestimmungsverfahren ziemlich empfindlich ist. Andererseits hatte 
in der vorliegenden Serie C. cerebella trotz sehr hoher Cellulase-Aktivitat 
nur eine schwache Xylanase-Aktivitat. Wahrscheinlich lag den oben 
erwahnten Autoren ein Gemisch beider Enzyme vor, die sich nach eige- 
nen Erfahrungen nicht leicht trennen lassen. Es gelingt jedoch, Enzym- 
praparate von 1500 Cellulase-Einheiten ohne jegliche Xylanase-Aktivitat 
herzustellen. Es ist daher der SchluB berechtigt, da8 es sich um selb- 
standige Enzyme mit verschiedenartigem Syntheseweg und von ge- 
trennter Substratspezifitat handelt. 


Zusammenfassung 

1. 10 Arten holzzerstérender und holzbewohnender Pilze wurden auf 
einem Nahrboden kultiviert, der Cellulose als alleinige C- Quelle enthielt, 
und die Ausscheidung von Enzymen, die Bildung von Myceltrockensub- 
stanz sowie die Veranderungen von px- und Reduktionswert des Kultur- 
mediums iiber einen Zeitraum von 35 Tagen verfolgt. 

2. Alle Pilzarten bildeten Cellulase, Pectinase und Xylanase, deren 
Maximal-, Gesamt- und spezifische Aktivitat quantitativ bestimmt wur- 
den. Bei Phellinus igniarius konnte auBerdem Peroxydase und bei T'ra- 
metes versicolor Laccase im Kulturfiltrat nachgewiesen werden. 

3. Die Mycelbildung war im Verhaltnis zu anderen Substraten ziemlich 
gering, jedoch im Durchschnitt etwas hoher als mit Glucose als C- Quelle, 
was auf einen héheren Wirkungsgrad in der Ausnutzung von Cellulose 
hindeutet. 

4. Im Gegensatz zu anderen Substraten war unter Beriicksichtigung 
artspezifischer Besonderheiten eine gewisse Korrelation zwischen der 
Aktivitat des Substratenzyms und dem Ausmaf der Myceltrockensub- 
stanzbildung zu erkennen, was durch den relativ langsamen Abbau der 
Cellulase zu erklaren ist. 

5. Cellulase kann als adaptives Enzym bezeichnet werden, jedoch ist 
das AusmaB der Steigerung der Enzymbildung durch die Anwesenheit 
des Substrates je nach Pilzart sehr verschieden. Im Durchschnitt aller 
Pilze ist gegeniiber Glucose als C-Quelle eine etwa 20fache absolute 
Erhéhung der Enzymproduktion festzustellen. Die relative Steigerung 
der Maximal-Aktivitit lag bei den untersuchten Pilzarten zwischen 7 
und 1500. 

6. Die aktivsten Cellulase-Bildner waren die Braunfauleerreger, die 
schwiichsten die Schimmelpilze. Die Uberlegenheit der Braunfauleerreger 
gegeniiber den Weiffiuleerregern diirfte aber kein gruppenspezifisches 
Merkmal, sondern durch die Auswahl der Pilze bedingt sein. 

7. Nur die Braunfiuleerreger mit der groé8ten Cellulase-Aktivitat bil- 
den das Enzym auch in Abwesenheit von Cellulose in nachweisbarer 
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Menge. Bei ihnen ist die Potenz zur Cellulase-Bildung am starksten kon- 
stitutiv ausgepragt. 

8. Cellulase und Xylanase werden als zwei selbstandige Enzyme mit 
deutlich getrennter Substratspezifitat betrachtet. 


Fri. Sonsa K6unEr danke ich fiir die weitgehende Unterstiitzung bei der 
Durchfiihrung der Versuche. 
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Unter dem Gesichtspunkt, daB die Erdkugel und die sie umgebende 
Ionosphare eine Art Kugelhohlraumresonator darstellen, wurde von 
Scuumann (1952) die Eigenresonanz dieses Gebildes mit etwa 10 Hz 
berechnet. Es war nun von besonderem Interesse, ob in diesem Frequenz- 
gebiet, das fiir Wellen besonders giinstige Ausbreitungsbedingungen 
bietet, mit speziell entwickelten Verstiérkern Signale in der Atmosphare 
nachzuweisen waren und wenn ja, ob diese natiirlichen elektrischen und 
magnetischen Vorgange in der Atmosphare einen Einflu8 auf lebende 
Organismen austiben. 


Verstarkt wurden vor allem die Frequenzen von 1—12 bzw. 25 Hz. Die Aus- 
wertung der gemessenen Signale erfolgte einmal iiber eine integrierende 24 Std- 
Registrierung, zum anderen mit Schnellschreibern, die eine genaue Frequenzanaly- 
sation der registrierten Signale erméglichte. Die auf diese Weise gemessenen Signale 
lieBen sich in 4 Hauptgruppen unterteilen: 

Als 1. Gruppe werden solche Signale bezeichnet, deren Frequenz etwa bei 9 Hz 
lag und die einen sinusférmigen-oscillatorischen Charakter hatten. Der Ursprung 
dieser Signale lag vermutlich in weitentfernten Blitzen, die das elektrische Reso- 
nanzgebilde Erde-Ionosphare zu Eigenschwingungen anregten. Bei einem durch 
Schonwetter begiinstigten Tagesgang dieser Signale lie® sich ein ausgepragtes 
Maximum am Nachmittag und ein Minimum in der Nacht nachweisen. 

Als 2. Gruppe wurden Vorginge mit mehr elektrostatischem Charakter 
(magnetische Feldstirke vernachlassigbar) gemessen, deren Frequenz bei etwa 
3—5 Hz lag. Sie zeichneten sich durch Unregelmafigkeit in Frequenz, Amplitude 
und zeitlichem Verlauf aus. Ihre Ursache haben sie wahrscheinlich in lokalen 
Wettervorgingen, z.B. geladenem bzw. ionisiertem Regen oder stark elektrisch 
geladenen Wolken. Sie wurden namlich bei Regen und tiefliegender Bewélkung oft 
gemessen. 

Daneben zeigten sich als 3. Gruppe noch gleichmafige elektrische Feldschwan- 
kungen mit einer Periodendauer von 0,5—1,5 sec (Frequenz 1 und 2 Hz, annahernd 
sinusférmig). Sie kénnten in riéumlichen Schwankungen geladener Luftschichten 
ihren Ursprung haben. 

Als 4. Gruppe trat ein Signal wihrend des ganzen Jahres immer zur Zeit des 
Sonnenaufgangs auf (hauptsaichliche Frequenz um 9 Hz). Es wiederholte sich 
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manchmal alle 10—20 min und war etwa 1 Std nach Sonnenaufgang nicht mehr 
mefSbar. Es wird angenommen, daf dieses Signal bei der Senkung und einer plétz- 
lichen, flachenartigen Entstehung der Ionosphare am Morgen verursacht wird. 

Der Hinflu8 dieser nachgewiesenen Signale auf die Umwelt sollte nun 
an verschiedenen Versuchsobjekten demonstriert werden. 

Analog zu den Feststellungen von Rerrer (1953) iiber eine tatsich- 
liche Beeinflussung des Menschen durch die sogenannte ,,atmospherics“‘ 
des Frequenzbereiches zwischen 4 und 50 kHz wurde eine solche auch 
durch die obengenannten Signale zwischen 1 und 25 Hz erzielt. Sie AuBerte 
sich in einer Leistungs- 
minderung (= Verlan- 
gerung der Reaktions- 
zeit) der Testpersonenim 
elektrischen Feld nach Signale Typ 2) 
Art der Signale vom 
Typ 2 und einer Lei- 


stungszunahme (= Ab- ae asd ge Signale Typ 3) 
nahme der Reaktions- 
zeit) im _ elektrischen Val laeecalie ae Signale Typ 4) 
Feld nach Art der Si- 


gnale vom Typ 1 (KONIG Abb.1. Zeitlicher Verlauf der verschiedenen Signaltypen 
u. ANKERMULLER 1959). 

Auch bei tierischen Organismen lieB sich ein gewisser EinfluB8 der 
beschriebenen Signale feststellen. Pfirsichblattliuse (Myzus persicae) als 
Testorganismen reagierten mit veranderter Hautungshaufigkeit (HAINE 
1956, 1959). 

Den Einflu8 atmospharischer Erscheinungen haben schon RipPEL 
(1917), Limskn (1926), Bortrets (1940—1942) und Burork (1950) auf- 
gezeigt. Bei BorrExs (1950) findet sich eine zusammenfassende Literatur- 
besprechung. 


Signale Typ 7) 


Milchsdurebakterien 


Fiir unsere Versuche mit pflanzlichen Organismen wurden zur 1. Ver- 
suchsreihe Milchséiurebakterien gewahlt, und zwar Stabchen vom Typ 
Bacterium casei. Der Grund dafiir ist die allgemein bekannte Tatsache, 
daB diese Bakteriengruppe durch ihre erhéhte Vermehrungstatigkeit 
und gleichzeitige Saurebildung vor allem vor Gewittern Milch leicht zum 
Gerinnen bringt. Es lag nahe, fiir diese physiologischen Veranderungen 
nicht nur eine Temperaturerhéhung verantwortlich zu machen, sondern 
méglicherweise irgendwelche elektrischen und magnetischen Vorgange 
in der Atmosphiare als mitverursachenden Faktor zu vermuten. Die Ver- 
suche wurden folgendermafen durchgefihrt : 


Unabdingbare Versuchsvoraussetzung ist hier, da alle Kulturkolben mit der 
genau gleichen Menge von Keimen beimpft werden. Zu diesem Zwecke wurde die 
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Nahrlosung im Abfiillgefa8 selbst sterilisiert unter den iiblichen Bedingungen. Es 
handelte sich dabei um eine Standard-I-Bouillon, deren py-Wert durch Zusatz 
geringer Mengen Milchsaéure auf py 5,5 erniedrigt wurde. Nach Abkihlung im 
Dampftopf wurde die Gesamtmenge der Nahrlosung schon im Abfillkolben mit 
2 cm? einer 2 Tage alten Bakterienkultur (auf gleichem Nahrboden) versetzt und 
gleichmaBig vermischt. Das iiber die Auslaufspitze gestiilpte Papierhiitchen wurde 
zur Abfillung entfernt und jeweils 10 cm dieser beimpften Lésung in trocken- 
sterilisierte 50 cm?-Erlenmeyerkolben gegeben. Diese Menge konnte genau aus dem 
Volumen zwischen den beiden Auslaufhahnen entnommen werden. Bei rascher 
Abfiillung und VerschlieBung der Erlenmeyerkolben durch Wattestopfen waren die 
Anforderungen zur Verhiitung von Fremdinfektionen vollstandig erfiillt, wie ein 
vorhergehender Kontrollversuch mit unbeimpfter Losung gezeigt hatte. 

Die so beimpften Kulturkolben wurden in ein elektrisches Feld gestellt, welches 
durch 2 Metallplatten (im Abstand von 7,5 cm) erzeugt wurde, an die die ent- 
sprechenden Spannungen angelegt wurden. Entsprechend Signaltyp 1 war dies 
einmal eine sinusformige Spannung, entsprechend Typ 2 das andere Mal eine ,,ver- 
zerrte‘ Spannung mit Oberwellen. Durch Variierung der Spannungswerte (2mal 
um den Faktor 10) wurde weiter in Gruppen unterteilt. Je Gruppe standen 
5 Kulturkolben zur Verfiigung. Ferner wurde noch eine Gruppe abgeschirmt, 
eine weitere unbeeinfluBt abseits gestellt. 

Das Wachstum der Bakterien konnte iiber die Triibung der Nahrlésung beob- 
achtet werden. Zur Messung diente ein Colorimeter, bestehend aus einer stabili- 
sierten Lichtquelle und einer Photozelle. Die Messung des Photozellenstromes er- 
folgte mit einem Galvanometer, das so gepolt war, daB der im ungetriibten Zustand 
der Nahrlésung flieBende Maximalstrom einen negativen Galvanometer-Ausschlag 
ergab. Dieser wurde auf mechanischem Wege auf Null zuriickgestellt, so daB sich 
der im ungetriibten Zustand flie8ende Strom und die mechanische Vorspannung in 
diesem Punkte gerade aufhoben. Mit zunehmender Triibung zeigte das Galvano- 
meter somit von Null weg positiven Ausschlag. Die Triibungszunahme entspricht 
somit der Zunahme des Bakterien-Wachstums. 

Durchwegs konnten die besseren Ergebnisse mit Glasern erzielt werden, in denen 
die angesetzte Fliissigkeit mehr Oberflache und weniger Tiefe hatte. Die Frage, ob dies 
am Bakterienwachstum selbst auf Grund veranderter 0,-Versorgung oder an anderen 
Verhiltnissen des elektrischen Feldes lag, ist ungeklirt. Die gleiche Versuchsanord- 
nung mit besonders weiten Reagensglisern an Stelle der Kolben war ungeeignet. 


Das charakteristische Ergebnis zweier Kolbenversuche zeigt Abb. 2. 
Hier wurde die beimpfte Lésung einmal 11 Std lang und bei dem anderen 
Versuch 17,5 Std lang einem elektrischen Feld ausgesetzt. Bei jedem 
Versuch standen 7 verschieden behandelte Lésungsgruppen zum gegen- 
seitigen Vergleich zur Verfiigung. 

Im ersten Versuch wurde an die Metallplatten einmal eine sinus- 
formige Spannung der Frequenz f = 9 Hz angelegt, wobei die Spannun- 
gen der 3 Gruppen auf 7 Volt, 0,7 Volt und 0,07 Volt eingestellt wurden. 
Zam anderen wurden mit einer Frequenz / = 3,2 Hz die Spannungs- 
werte 6 Volt, 0,6 Volt und 0,06 Volt verzerrt (also stark oberwellen- 
haltig) auf die Metallplatten gegeben. Als Normalvergleich diente eine 
7. Gruppe Kulturkolben, die abseits standen und aufer dem Streufeld 
der Anordnung und den natiirlichen Wetter- und Umwelteinflissen 
keiner direkten Behandlung unterworfen waren. 
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Wie Abb. 2 zeigt, wiesen im 11 Std dauernden Versuch die am schwich- 
sten bestrahlten Bakterien das geringste Wachstum auf. 

Noch ausgepragter trat diese Erscheinung beim zweiten in Abb.2 ge- 
zeigten Versuch zu Tage. Hier nahm das Bakterienwachstum jeweils mit 
der angelegten Spannung zu. Der zweite Versuch unterschied sich durch 


langere Bestrahlungs- 
dauer Z und _hohere Parra aes 
: = =35 Hz 
Spannungswerte bei der 730 sinusformig —————— verzerrt 
Frequenz f = 3,2 Hz. V9 av 
. io a 
Obwohl die Anzahl der , 8 6V 
durchgefiihrten Experi- ~S tig 
. Ae he S 
mente zu einer statisti- S 700 
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Ei h; kteristisch Abb. 2. Behandlung von Milchsiurebakterien mit ver- 
In chara TISUISCHES schiedenartigen elektrischen Feldern. (Die Triibungszu- 
Ergebnis dieser Versuche nahme der Lésungen entspricht einem erhéhten Bakterien- 
: : wachstum, ermittelt nach der Bestrahlungsdauer 7.) 
zeigt Abb.3. Die Hefekul- a Bestrahlungsdauer 7’ = 11 Std (Spannungen in Volt), 


turen wurden tiber einen b Bestrahlungsdauer 7’ = 17,5 Std 


Zeitraum von 3 Wochen 

beobachtet, wihrend dem sie dauernd dem elektrischen Feld ausgesetzt 
waren. Die Spannungen an den Platten betrugen 100 Volt, 10 Volt, 1 Volt 
und zwar einmal mit einer Frequenz von 3,5 Hz (verzerrt). und einmal mit 
einer sinusférmigen Frequenz von 100 Hz. Plattenabstand d = 7,5 cm. 
AuBerdem waren unbehandelte Hefekulturen vorhanden, die entweder 
elektrisch abgeschirmt wurden oder frei im Untersuchungsraum 
standen. Der Galvanometerausschlag war wiederum ein Maf8 fiir die 
Triibung der Nahrlésung und somit auch fiir das Wachstum der Hefe. 
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In Abb.3 sind in Abhangigkeit der Zeit die Abweichungen der Triibungen 
yom Durchschnitt aller verschiedenartig behandelten sowie der un- 
beeinfluBten Kulturen aufgetragen. Es kommt dabei zum Ausdruck, daB 
die mit einer Frequenz von 3,5 Hz behandelten Kulturen relativ am 
schnellsten wuchsen, gefolgt von den mit 100 Hz behandelten, wahrend 
die nichtbehandelten Kulturen am langsamsten wuchsen. Um ein Ver- 
gleichsma8 zu haben, sei erwahnt, daB die abgeschirmten Kulturen erst 


Triibungszunohme. ————- 
(Abweichung vom Durchschnitt) 


© Punkte glercher Inibung 


14. 16. 18. = 20. CE: 24. 26. 


28. 30. rs 4t 
September 1955 Jewei/s. 77°° Uhr Oktober 1955 


Abb. 3. Behandlung von Saccharomyces cerevisiae durch verschiedenartige elektrische Felder 
(gréRere Triibung entspricht einem relativ stirkeren Hefewachstum, ermittelt in Abhangigkeit der 
Bestrahlungszeit 7’. Durchschnitt auf simtliche Kolben bezogen) 


am 15. Versuchstag den Grad der Triibung erreichten, den die mit 


100 Volt und 3,5 Hz (verzerrt) behandelten Kulturen schon am 9. Ver- 
suchstage hatten. 


Weizenkeimlinge 


Da die beiden hier geschilderten Versuchsreihen, die miteinander in 
gewisser Weise iibereinstimmten, sich mit dem Einflu8 auf Mikroorganis- 
men befaBten, sollte zur Gewinnung einer orientierenden Ubersicht auch 
die Wirkung der beschriebenen Signale auf die Keimung von Gramineen, 
hier von Weizen, untersucht werden. 

Jeweils 30 Stiick Weizenkérner wurden zu diesem Zweck in Petri- 
schalen unter Benutzung gleicher Mengen sterilen Sandes und sterilen 
Wassers ausgelegt. Die Glasstarke von Boden und Deckel betrug jeweils 
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etwa 2 mm, der feuchte Sand lag etwa 5—7 mm hoch und die als Elek- 
troden dienenden Metallplatten hatten entsprechend der Héhe der 
Schalen einen Abstand von etwa 30—40 mm. 


Das elektrische Feld wurde in bekannter Weise in zwei Gruppen unter- 
teilt, némlich verzerrte Kurvenform und rein sinusférmiger Spannungs- 
verlauf. Je Gruppe wurden 3 Spannungswerte angesetzt, die sich jeweils 
wieder um den Faktor 10 unterschieden. AuBerdem war gleichfalls eine 


Tabelle 1. Behandlung von keimendem Weizen durch verschiedenartige elektrische 
Felder. Keimzeit 1 Woche 


verzerrte Spannung Sinusspannung 


Beginn 3,5 Hz 10 baw. 25 Hz Meh mea 
der 
Versuchs- Spannung SproB- gekeimte SproB- gekeimte SproB- gekeimte 
reihe lange K6rner lange Korner lange Korner 

mm *lo mm "fo mm *lo 

100 V 67 63 81 50 48 50 

10 V 62 57 72 63 abgeschirmt 

pa WEB iv | 59 60 47 60 64 40 
nicht abgeschirmt 

100 V 101 73 105 70 69 83 

10 V 98 83 103 77 abgeschirmt 

ee E? | cain Ved. 88 93 86 97 80 | 100 
nicht abgeschirmt 

100 V 91 73 62 80 79 | 80 

10 V OL 63 91 70 abgeschirmt 

scabies iv | 96 80 82 77 63 | 60 
nicht abgeschirmt 

: 100V | 87 70 83 67 eg. at 

a oo 10V | 84 68 89 70 abgeschirmt 

oO eee ood ae 78 72 81 Boe tr cy 
Teihen nicht abgeschirmt 

Gesamt-Querschnitt | 84 72 81 ee iG Tce) eeGd 


abgeschirmte und eine frei im Versuchsraum stehende Anordnung vor- 
handen. Die Grundfrequenz der verzerrten Spannung betrug 3,5 Hz, die 
der sinusférmigen Spannung 10 Hz bzw. 25 Hz. Hin Versuch erstreckte 
sich tiber eine Woche. Nach diesem Zeitraum hatten die Koleoptilen 
meistens eine Linge zwischen 50 mm und 150 mm. 


Tab.1 fiihrt die Ergebnisse dreier Versuche auf, bei denen insgesamt 
720 Keimlinge kontrolliert wurden. Als wichtigstes Ergebnis kann die 
Erscheinung gewertet werden, daB die elektrisch behandelten Weizen- 
keimlinge bei Versuchsende im Durchschnitt um 23°/, langer waren 
als die unbehandelten. Diese waren im Durchschnitt nach 1 Woche 
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Versuchsdauer 67 mm lang, wahrend die unter sinusformiger Spannung 
stehenden Keimlinge 81 mm und die unter verzerrter Spannung stehen- 
den 84 mm Linge hatten. 


Zusammenfassung 


Die hier kurz geschilderten Versuche konnten natiirlich keine ersch6p- 
fende Klarung des gestellten Problems ergeben und sollten lediglich 
orientierend auf etwaige Méglichkeiten hinweisen. Trotzdem zeigten sie 
bereits, daB die hier kiinstlich erzeugten elektrischen Felder, die den in 
der Natur vorkommenden nachgebildet sind, einen EinfluB auf das 
Wachstum pflanzlicher Organismen ausiiben. Sie bewirken eine Steige- 
rung der Vermehrungsgeschwindigkeit bei Mikroorganismen und ein 
erhohtes Streckungswachstum der Sprosse von keimendem Weizen. Es 
konnte im speziellen hier gezeigt werden, da} Milchsaurebakterien nicht 
nur, wie bekannt, auf eine Temperaturerhéhung (in bestimmten Gren- 
zen) mit einer Wachstumszunahme reagieren, sondern auch auf die vor 
Gewittern auftretenden, hier kiinstlich nachgeahmten elektrischen 
Wechselfelder in der Atmosphare. 
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Infiziert ein Phage ein Bakterium, so schaltet er sich mit Hilfe des von ihm in die 
Bakterienzelle injizierten Materials — hauptsichlich DNS — in den Ablauf der 
biochemischen Reaktionsketten des Bakteriums ein. Die Infektion kann, je nach den 
gegebenen Bedingungen, zu verschiedenen Reaktionen fiihren; dabei seien als 
,auBere Bedingungen der physiologische Zustand des Bakteriums bzw. des 
Bakterium-Phage-Komplexes bezeichnet, als ,,innere“‘ Bedingungen die genetische 
Struktur des Phagen und des Bakteriums. Wie zu erwarten, spielen die als ,,innere“ 
Bedingungen bezeichneten genetischen Higenschaften von Phage und Bakterium bei 
weitem die gréBere Rolle. Sie bilden auch die Grundlage der Klassifizierung der 
Phagen in die sogenannten virulenten und die gemaBigten (,,temperate‘): Die 
virulenten Phagen wie T,, T,, T, von Z. coli zeigen keine — oder zumindest bisher 
keine genetisch nachweisbare — Homologie zwischen Phagen- und Bakteriengenom; 
sie ,,benutzen*‘ das Bakterium lediglich zur Produktion ihrer eigenen Nachkommen- 
schaft. Bei der ,,Umstellung*‘ der Bakterienfunktion auf die Produktion von 
Phagen wird aus Phage und Bakterium eine neue Funktionseinheit gebildet, wobei 
die alte zerstért und das Bakterium bei der Bildung der neuen Phagennachkommen- 
schaft ,,aufgebraucht und getotet wird. Dieser ProzeB der Bildung einer neuen 
Phagennachkommenschaft unter Lyse des Bakteriums stellt den lytischen 
Infektionscyclus eines Phagen dar. 

Die gemaBigten Phagen hingegen zeichnen sich aus durch eine zumindest teil- 
weise vorhandene, genetisch nachweisbare Homologie zwischen Phagen- und Bak- 
teriengenom. So ist die Bildung des Bakterien-Phagen-Komplexes, d.h. also die 
Infektion, nur bei enger Zusammenarbeit von Bakterien- und Phagengenom moglich. 
Die Infektion kann weiterhin zu zwei verschiedenen Reaktionen des infizierten 
Bakteriums fiihren: entweder wird der lytische Infektionscyclus eingeleitet, der 
auBerlich den gleichen Verlauf zeigt wie bei den typisch virulenten Phagen, oder der 
sogenannte lysogene. Am Ablauf des lysogenen Cyclus laBt sich besonders klar 
die fiir gemaBigte Phagen charakteristische enge Zusammenarbeit von Bakterien- 
und Phagengenom erkennen. Der Phage tétet namlich nicht das Bakterium, son- 
dern wird zum sogenannten ,,Prophagen‘‘ umgeformt (,,reduziert“‘), der einem 
Locus auf dem Bakterienchromosom entspricht. Der Prophage als Trager einer 
eigenen genetischen Information wird damit in die genetische Information des 
Bakteriums ,,iibernommen‘. Die so ,,erweiterte’ Information der Zelle auRert sich 
am augenfalligsten in zweierlei: a) der Fahigkeit des Bakteriums, mit einer gewissen 
Wabrscheinlichkeit je Zellteilung den Prophagen in den vegetativen Zustand zu 


Arch. Mikrobiol., Bd. 34 15 


212 Hermann H. Pret und Hevene H. M. PRELL: 


iiberfiihren (spontane ,,Induktion‘‘) und im lytischen Cyklus zu vermehren mit der 
Bildung einer neuen Phagennachkommenschaft ; das Bakterium ist also ,,lysogen“; 
b) der Immunitat des Bakteriums, d.h. es ist keine lytische Infektion mit dem 
gleichen oder einem verwandten Phagen moglich. — Durch diese Art der ,,Zusammen- 
arbeit‘* wird also ein Gleichgewicht zwischen Phage und Bakterium hergestellt, das 
die Fortpflanzung des Phagen und des infizierten Bakteriums gewahrleistet. 

Der Lysogenisierungsvorgang bzw. die ihm zugrunde liegenden 
biochemischen Vorginge sind von groBem Interesse als Modell der 
Genwirkung. Nach den heutigen Kenntnissen scheinen drei Wege 
geeignet, gewisse Einblicke in die Physiologie der Lysogenisierung zu 
erdffnen. Auf dem einen versucht man mit Hilfe von Phagenmutanten, 
die ihre Lysogenisierungsfihigkeit ganz oder teilweise verloren haben, 
den Lysogenisierungsvorgang in einzelne, durch jeweils einen Locus auf 
der genetischen Koppelungskarte des Phagen gesteuerte Reaktions- 
schritte aufzulésen (Levine 1957, Katser 1957). Hier handelt es sich 
also um die qualitative Verdnderung der ,,inneren™, d.h. genischen 
Bedingungen des Phage-Bakterium-Komplexes. 

Auf dem zweiten Wege kénnen quantitative Anderungen der inneren 
Bedingungen analysiert werden, indem man die Abhiangigkeit der 
Lysogenisierungshaufigkeit unter den infizierten Bakterien von der Zahl 
infizierender Phagen je Bakterium, der sogenannten ,,Multiplizitat der 
Infektion‘ (D), verfolgt. Bei dem Phagen P 22 von Salmonella beob- 
achtet man namlich, im Gegensatz zu dem Verhalten anderer gemaBigter 
Phagen, eine Zunahme der Lysogenisierungshaufigkeit mit steigendem D. 
Dieser sogenannte ,,Multiplizititseffekt“ ist also die Folge des 
Einflusses verschiedener ,,Phagendosen‘‘ je Bakterium auf den pro- 
zentualen Ertrag an Lysogenisierungen unter den gesamten Infek- 
tionen. Schon vor einigen Jahren stellten Boyp (1951), Lworr et al. 
(1954) und Levrnz (1957) fest, daB mit steigendem D die Lysogeni- 
sierungshiufigkeit zunimmt. Quantitativ wurde das Phanomen jedoch 
nicht naher analysiert. 

Auf dem dritten Wege verfolgt man die Wirkung ,,auBerer“ Bedin- 
gungen, d.h. den Einflu8 physiologischer Faktoren auf den Ablauf der 
Lysogenisierung. Hier liegen auch bereits erste experimentelle Anhalts- 
punkte vor, nach denen anscheinend der Proteinsynthese beim Ablauf 
der Lysogenisierung eine entscheidende Rolle zakommt (Lworr et al. 
1954, BerTrant 1957, CHRISTENSEN 1957). Der Wert dieser Experimente 
fiir die Kausalanalyse des Lysogenisierungsvorganges ist jedoch stark 
eingeschrankt durch die Tatsache, daB es noch keine klaren Vorstellungen 
iiber den Ablauf der zur Lysogenisierung fiihrenden Vorgange unter 
konstanten physiologischen Bedingungen gibt. Es fehlt somit auch die 
Méglichkeit, Schliisse aus der physiologischen Beeinflu8barkeit der 
Lysogenisierung mit bestimmten Vorgingen beim Lysogenisierungs- 
prozeB selbst in Verbindung zu bringen. In der vorliegenden Arbeit 


Der Einflu8 der Infektionsmultiplizitat auf die Lysogenisierung 213 


versuchten wir daher, Ansatzpunkte fiir die SchlieBung dieser Liicke zu 
gewinnen. Fiir dieses Vorhaben schien die Analyse des Multiplizitats- 
effektes besonders geeignet, da er ja die Reaktion der Zelle auf ver- 
schiedene Phagendosen widerspiegelt. 


Material und Methodik 


1. Bakterien. Fir die Versuche verwendeten wir Salmonella typhimurium 
Try 8-, eine anthranilsdurebediirftige Mutante des Wildstammes L7', aus der 
Stammsammlung der Carnegie Institution of Washington, Dep. of Genetics, Cold 
Spring Harbor, N. Y. Nach 16stiindiger Ubernachtkultur in Bouillon bei 37°C mit 
sehr starker Beliiftung wurden die Zellen nach Zentrifugierung und einmaligem 
Waschen in T,-Puffer im gleichen Puffer suspendiert und bis zur Verwendung inner- 
halb der nachsten 2 Std in Hiswasser gehalten. — Im Lysogenisierungsversuch 
verwendeten wir als dem Weichagar beigefiigten Phagen-,,Indicator’‘ den Stamm 
Tgal-, der uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Lurta, Univ. of Illinois, 
Urbana, zur Verfiigung gestellt wurde. Dieser Stamm kann keine Galaktose vergiren 
und ist bei Mischkultur mit dem Galaktose vergirenden Stamm 7'ry 8 auf galaktose- 
haltigem Nahrsubstrat im Wachstum benachteiligt. 

Phagen. Der Phage P22, ebenfalls aus Cold Spring Harbor, Wildtyp (Triib- 
plaque) H1, wurde angereichert auf Salmonella typhimurium LT, Wildtyp. Die 
Anreicherungssuspension wurde niedertourig zentrifugiert zur Entfernung der 
Bakterien und gréberer Zelltriimmer, 'sodann hochtourig (35000 UpM) zentri- 
fugiert und einmal in T,-Puffer gewaschen. Zur Sterilisierung filtrierten wir die 
in T,-Puffer aufgenommene Suspension mehrmals durch einen Schott-Filter 3 
G5M. Die so praparierte Stammsuspension hatte einen ,,Weichagartiter‘‘ von 
etwa 5- 10! Plaques/ml. 

2. Bestimmung des lytischen Phagentiters. ,,Weichagartiter“: 0,1 ml 
einer Phagensuspension bekannter Verdiinnung wurden mit etwa 10° Try 8-- 
Bakterien, Praparierung wie oben unter 1. angegeben, in 2 ml Weichagar eingebracht 
und anschlieBend auf Bouillonagarplatten ausgegossen. Nach etwa 6 Std Bebriitung 
bei 37°C konnten 100—300 Plaques (Lysen) je Platte ausgezahlt werden. 

3. Lysogenisierungsversuch. 1 ml mit etwa 10° Bakterien wurde mit 1 ml 
jeweils verschieden stark in T,-Puffer verdiinnter Phagensuspension versetzt, zur 
Adsorption 10 min bei 37°C belassen, anschlieBend mit Anti-P22-Serum versetzt 
(4 min, 37°C), verdiinnt und in Weichagar mit J'gal- als Indicator auf Bouillonagar- 
platten mit Galaktosezusatz ausgegossen. Dort bildete ein lytisch infiziertes Bak- 
terium nach etwa 6 Std einen Plaque, wahrend die tiberlebenden galaktosevergiiren- 
den Zellen nach 36 Std in dem dichten Hintergrund der im Wachstum benach- 
teiligten 7'gal—-Zellen als gut erkennbare Papillen (GAREN u. ZINDER 1955) erschie- 
nen. Die lysogenen Kolonien unter ihnen waren von den alysogenen durch einen 
deutlich sichtbaren Lysishof zu unterscheiden. Es konnten also auf einer Platte 
lysierte, lysogenisierte und alysogene Bakterien ausgezihlt werden. Etwa auf- 
tretende Tétungen ohne eine Phagennachkommenschaft wurden errechnet aus der 
Zahl der vor der Phagenzugabe vorhandenen Bakterien und der nach der Phagen- 
infektion nachweisbaren Bakterien, d.h. der Summe aus Lysen, Lysogenisierungen 
und alysogenen Zellen. — Da auf einer Platte leicht Sekundarinfektionen durch 
dort freigesetzte Phagen entstehen, konnte eine Platte immer nur mit 60 bis 
300 Zellen, davon 95 bis 3°/, Komplexe, besat werden. Dadurch kommen bei geringen 
Multiplizitaten (< 0,3) statistische Schwankungen hinein, die selbst bei Herstellung 
von 4 GuBplatten, meist je zwei mit einer um den Faktor 2 verschiedenen Ver- 


diinnung, nur schwer auszugleichen waren. 
15* 
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Medien. T,-Puffer: 15 g Na,HPO,- 2H,0; 15 g KH,PO,; 4 g NaCl; 5 g K,SO,; 
0,25 g MgSO,- 7H,0; 0,01°/, Gelatine; 1000 ml dest. Wasser. 

Bouillon. 8 g Difco nutrient broth und 4 g NaCl auf 1000 ml dest. Wasser. 

Néhragar. Bouillonagar: 8 g Difco nutrient broth, 1 g NaCl und 15 g Agar auf 
1000 ml dest. Wasser. Fiir den Bouillonagar mit Galaktose setzten wir dem fertigen, 
aufgeschmolzenen Medium 4,8 g Galaktose und 2,0 g K,HPO, zu. 


Experimenteller Teil 
a) Voriiberlegungen und Darstellungsverfahren 


Bei der Untersuchung des Einflusses des D! auf den Ablauf der 
Infektionsreaktionen mu& die Infektion klar definiert und damit 
die Zahl der infektidsen Partikel festgestellt werden kénnen. Am plau- 
sibelsten erscheint es zunichst, die Reaktionen des Phage-Bakterium- 
Komplexes auszuzihlen. In dieser Weise wird im allgemeinen auch das 
D bei virulenten Phagen bestimmt. Bei den gemaBigten Phagen 
hingegen kénnen unter Umstinden neben sichtbaren Infektionen, den 
lytischen (produktiven), lysogenen (reduktiven) und abortiven mit 
Tétung des Bakteriums (abortive Letalinfektion) auch noch abortive 
Infektionen ohne Tétung des Bakteriums (abortive Infektion) stattfinden 
(Lworr 1953). Diese sind im Gegensatz zu den drei ersten nicht aus- 
zihlbar, da einem iiberlebenden, alysogenen Bakterium nicht ohne 
weiteres anzusehen ist, ob es abortiv infiziert worden war oder nicht. 
Weiterhin kann man zeigen, daB an Bakterien unterschiedlichen physio- 
logischen Zustandes trotz unveranderter Adsorptionsfahigkeit bei Zugabe 
gleicher Phagenverdiinnungen verschieden viele Infektionen aus- 
gezihlt und mithin verschiedene D errechnet werden kénnen (PRELL, 
unver6ffentlicht). Es ist daher sicher, da selbst unter Bedingungen, bei 
denen Mehrfachinfektionen eines Bakteriums ausgeschlossen sind, mehr 
Phagen an Bakterien adsorbieren und auch zu injizieren vermdgen, als 
spater Infektionen auszuzihlen sind. Das D wird also stets kleiner sein 
als die tatsichliche Phagenzahl je Bakterium. Gerade fiir die Analyse des 
Lysogenisierungsvorganges ist es aber unerlaBlich, auch einen grund- 
sitzlich méglichen EinfluB abortiv infizierender Phagen auf den Lysogeni- 
sierungsablauf zu erkennen. Da man aber die Zahl der tatsachlich wirk- 
samen, also infizierenden Phagen, experimentell nicht erfassen kann, er- 
scheint das Einsetzen der jeweils angewendeten Verdtinnung der Phagen- 
stammsuspension noch als das beste MaB fiir die Phagendosis, natitirlich 
stets bezogen auf die Konzentration der Bakterien. 

Es kénnte scheinen, daB bei der Anwendung dieses Mafstabes der 
Phagendosis der exakte Zusammenhang infizierender Phage/Bakterium, 
aufgelést sei. Damit miiBte auch die Frage nach der Kinetik der Lysogeni- 
sierung, ob namlich ein, zwei oder mehrere Phagen fiir die lysogene 


1D = ,,Multiplizitat der Infektionen“; d = ,,Multiphzitdtseinheit™. 
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Reaktion verantwortlich sind, unbeantwortet bleiben. Das ist indessen 
nicht der Fall, wenn man das Problem statistisch lost. 


Als Beispiel sei gegeben eine Reaktion B 4+ C. Fiir das Entstehen von C ist die 
Reaktion eines einzigen Molekiils A mit einem Molekiil B nétig. Aus statistischen 
Uberlegungen kann abgeleitet werden, nach welcher mathematischen Formulierung 
die Zahl von C bei bekannter Anzahl von B zunimmt, wenn man die Konzentration 
von A andert. Die mathematische Formulierung dieser Beziehung ist die sogenannte 
Reaktion I. Ordnung oder Eintrefferfunktion. Sie ist am einfachsten darstellbar, 
wenn man die Zahl der B-Molekiile, die bei bestimmter A-Molekiilkonzentration 
nicht von einem A ,,getroffen‘‘ werden und folglich auch nicht zu C reagieren, als 
abhangige Variable, die Konzentration von A als unabhangige Variable betrachtet. 
Ks ergibt sich aus dB/dA = —B durch Integration : 


B=e4, (a) 
wobei B die Molekiile bezeichnet, die nicht mit A zu C reagieren konnten und A die 
Konzentration bzw. ,,Dosis“ von A. Logarithmiert man, so ergibt sich die Gleichung 


einer Geraden 
: 2,3 - log B= —A. 


Die Priifung, ob eine solche Exponentialfunktion vorliegt, nimmt man am besten 
graphisch vor bei semilogarithmischer Auftragung: B in logarithmischem Maf8stab 
als Ordinate, A in numerischem als Abszisse. In gewissen Fallen ist es fiir das Ver- 
standnis der Vorginge bei der Reaktion giinstiger, C, also die Molekiile B, die mit A 
bereits reagiert haben, in der Darstellung anzugeben; man bezeichnet dann 
einfach den Punkt der logarithmisch eingeteilten Ordinate, der z.B. 10°/, B ent- 
spricht, mit 90°/, C, baw. 1°/, B mit 99°/, C. Ergibt sich bei dieser Art der Dar- 
stellung fiir den Ablauf der Reaktion mit steigender Konzentration von A eine 
Gerade, dann ist also ohne Kenntnis der absoluten Zahl von A mit Sicherheit zu 
schlieBen, daB bereits ein Molekiil von A zur Bildung von C aus B geniigt. Trifft 
mehr als ein Molekiil von A mit B zusammen, so sind diese A sozusagen ,,verschwen- 
det‘* worden, da ja bereits ein Molekiil A fiir die Reaktion ,,geniigte“. 

Die Formulierung der Hintrefferreaktionsgleichung ist identisch mit dem Null- 
glied der Poisson-Verteilung, d.h. mit dem Anteil an B, der bei einer mittleren Zahl 
von A/B, (B, = Anzahl B vor Reaktionsbeginn) zufallsgemé8B mit keinem A 
zusammengetroffen ist. 

ero , (b) 


Ist jedes Zusammentreffen von B und A ,,wirksam“, fiihrt also zur Reaktion 
zu C, dann besteht fiir den ,, Treffer‘ die Wirkungswahrscheinlichkeit 1. Unter diesen 
Bedingungen gibt das Nullglied der Poisson-Verteilung gleichzeitig auch den Anteil 
von B-Molekiilen an, die nicht zu C reagierten. Ist jedoch die Wirkungswahrschein- 
lichkeit & kleiner als 1, so ist der Exponent des Nullgliedes der Poisson-Verteilung 


mit & zu multiplizieren. 
B= e(A/B) ke, (c) 


Miissen indessen fiir die Bildung von C zwei Molekiile A mit einem B reagieren, 
so erhalt man die mathematische Formulierung der Kinetik einer Reaktion 
II. Ordnung bzw. eine Zweitrefferfunktion: 


B= e(A/Bo)"k- (1 + (A/B,) +k). (d) 
Diese ergibt in semilogarithmischer Auftragung eine andere Kurve: Im Bereich 


niedriger Dosen verléuft sie zunachst parallel zur Abszisse und steigt dann in 
konkaver Krimmung. 
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Aus dem statistischen Ansatz ergibt sich: Die Einbeziehung reaktions- 
kinetischer Uberlegungen rechtfertigt die Anwendung der oben ange- 
deuteten Technik zur Festlegung des D. Durch Variation der Phagen- 
konzentration bzw. Phagenverdiinnung in verschiedenen Versuchen 
bei jeweils konstanter Bakterienzahl kann man ermitteln, ob eine 
bestimmte Infektionsreaktion durch einen, zwei oder mehrere Phagen 
verursacht wird, ohne daB die absolute Phagenzahl bekannt zu sein 
braucht. 

Die quantitative Analyse des Zusammenhanges zwischen ,,Phagen- 
dosis einerseits und Lysen und Lysogenisierungen andererseits kann 
dann Hinweise geben auf die Natur der bei der jeweiligen Infektionsart 
formal erfa8baren Elementarprozesse und damit die Ursachen des 
Multiplizitatseffektes aufzeigen. Die experimentell gefundenen Daten 
werden dann in der Diskussion mit den theoretisch méglichen Mechanis- 
men zur Erklarung des Multiplizitatseffektes verglichen. 

In den Versuchen wurden Bakterien méglichst konstanten physio- 
logischen Zustandes mit Phagensuspensionen verschiedener Verdiinnung 
infiziert. Die sich dabei ergebenden, jeweils verschiedenen Prozentsatze 
der Infektionsreaktionen unter den gesamten Bakterien sollen in gra- 
phischen Darstellungen veranschaulicht werden, bei denen als un- 
abhangige Verdnderliche auf der Abszisse die dem D proportionale Ver- 
diinnung der Phasensuspension aufgetragen ist, als abhangige Verander- 
liche auf der Ordinate der Anteil der beobachteten Wirkungen in 
Prozenten der gesamten Bakterien. Die hier verwendete, dem D pro- 
portionale ,,Multiplizitdtseinheit™ (d) ist definiert als: 

1 


Verdiinnungsfaktor der Phagensuspension - Bakterienzahl im ml des Adsorp- ; 
tionsrdhrehens 


1 ou 


Der Faktor 10" wird nur eingefiihrt, um in der gleichen Gré8enordnung 
zu bleiben, in der auch das nachtraglich auf einem anderen Wege errechen- 
bare wahre mittlere D fiir Lysen und Lysogenisierungen liegt. Zwischen 
den beiden Hinheiten der Phagendosis — d und D — besteht die 
Beziehung: 

,,Phagendosis‘‘ ~ D bzw. 


D 
C2 aD rece hae (1) 
Im Laufe der Versuche zeigte sich — wie auch schon von anderen 


Autoren beobachtet — eine recht auffallige Variabilitat der Ergebnisse 
an verschiedenen Tagen. Die Variabilitaét wird verursacht durch die 
auferordentliche Sensibilitaét des Lysogenisierungssystems gegeniiber 
schwer reproduzierbaren physiologischen Eigenschaften der jeweils im 
Versuch verwendeten Bakterien. Trotz umfangreicher Versuche zur 
Konstanthaltung aller erfaBbaren Bedingungen war es nicht méglich, an 
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verschiedenen Tagen Bakterienkulturen identischen physiologischen 
Verhaltens zu ziehen. Man muB daher die Versuche sehr oft wiederholen, 
um zu allgemeingiiltigen Ergebnissen zu kommen. Die im folgenden 
mitgeteilten Ergebnisse enthalten alle erhaltenen Versuchswerte, also 
auch diejenigen, die zunachst ,,herauszufallen‘: schienen. 


b) Ergebnisse 
Als erste Frage wurde geklart, ob die in einzelnen Versuchen beob- 
achtete Tétung von Bakterien auf abortiver Letalinfektion beruht. Ist 
dies der Fall, dann mu8 mit steigendem d auch eine Zunahme der 
Tétungen erwartet werden. Wie sich aus Abb. 1 ergibt, trifft das nicht zu. 
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Abb.1. Stationiire Zellen von S. typhimurium wurden nach Ubernachtkultur und Suspendierung in 
T.-Puffer (etwa 10° Zellen je Milliliter) mit verschiedenen Verdiinnungen eines Phagenstockes von 
P22, H, bei 37°C infiziert, nach 10 min zur Inaktivierung der freien Phagen in Antiserum gebracht 
(4 min bei 37°C in Bouillon), weiter verdiinnt und ausgeplattet. — Erklarung der Multiplizitatseinheit 
(d) siehe Text. — Die Tétungen wurden errechnet als Differenz zwischen der Summe aus Lysen 
-- Lysogenisierungen-+ Alysogenen und den in den Versuch eingebrachten Bakterien (=100°/,) und als 
Ordinate aufgetragen; Abszisse ist d. Negative Tétungsprozente bedeuten, daB infolge un- 
vermeidlicher Versuchsungenauigkeiten fiir die Summe aus Lysen, Lysogenisierungen und Alysogenen 
hdhere Werte ausgezihlt wurden als fiir die in den Versuch eingebrachten Zellen. © © mehrere 
Versuchswerte, a einzelne Versuchswerte 


Zwar werden Tétungen beobachtet, jedoch stehen sie in keinem Zusam- 
menhang mit dem d. Man kann daher die Tétungen, die anscheinend 
nur als Folge des von Tag zu Tag wechselnden physiologischen Zustandes 
der Bakterien betrachtet werden miissen, bei der Auswertung auBer acht 
lassen und die Infektionen bzw. Lysen und Lysogenisierungen als 
Prozente der Summe von lysierten, lysogenisierten und alysogenen 
Bakterien ausdricken. 

Die VeranderungenderInfektionsreaktionen mit zunehmendem 
d sind in semilogarithmischer Darstellung in Abb.2, 3 u. 4 eingetragen. 
Die aus verschiedenen Versuchspunkten ausgemittelten Kurven lassen 
fiir die Infektionen bzw. Lysogenisierungen bis zu 70°/, bzw. 50°/, der 
gesamten Bakterien einen linearen Anstieg erkennen, fiir die Lysen nur 
bis etwa 10°/,. Fir Lysen und Lysogenisierungen kénnten also innerhalb 
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eines gewissen d in erster Naherung KEintrefferreaktionen vermutet 
werden. Bei den Infektionen, die ja die Summe aus Lysen und 
Lysogenisierungen darstellen, muB dieser Verlauf sogar erwartet werden, 
denn eine Phageninfektion hat sich nach allen bisher bekannten Ergeb- 
nissen als Reaktion erster Ordnung bzw. Eintrefferereignis erwiesen, 
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Abb.2, 3, u. 4. Versuchsprozedur wie bei Abb.1. — Gegen die Multiplizititseinheit wurden aufge- 


tragen die ausgezihlten und in Prozenten ausgedriickten Infektionen (Abb.2; Summe aus Lysen und 
Lysogenisierungen), Lysogenisierungen (Abb.3) und Lysen (Abb.4). Den 100°/,-Wert bildete die 
Summe aus Lysen, Lysogenisierungen und Alysogenen 


d.h. ein Phage geniigt fiir eine Infektion (Ex1t1s u. DeLBRicK 1939). 
Fir die lysogenen Infektionen erscheint indessen eine genauere Priifung 
der Reaktionsordnung notwendig, da die fiir geringe d in Abb.3 
eingetragenen Versuchspunkte einen leicht gekriimmten, d.h. mehr- 
trefferartigen Verlauf nicht ausschlieBen. In Abb.5 sind daher die im 
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Bereich kleiner Multiplizitaten innerhalb eines jeden Versuches gemes- 
senen Prozentsatze der gesamten Infektionen sowie der Lysogenisierungen 
allein durch Linien untereinander verbunden. Wie die Darstellung zeigt, 
148t der Trend keinen Ansatz zu einer konkaven Kriimmung der 
Kurve bei niedrigen Dosen erkennen. Daraus kann gefolgert werden, 
daB es sich auch bei der Lysogenisierung um einen eintrefferartigen 
ProzeB handelt. 

Der Verlauf der Infektions- und Lysogenisierungskurven (Abb.2 u. 3) 
strebt mit Erhéhung des d jeweils einem Sattigungswert von 
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Abb.5.Genauere Auftragung der Werte der Abb.2 u.3 ftir Bereiche niedriger Multiplizitatseinheiten. 
Werte verschiedener d aus je einem Versuch wurden zur Verfolgung der einfachen exponentiellen 
Zunahme mit Linien untereinander verbunden, Versuche mit nur einem d wurden durch Symbole 
ohne Verbindungslinien gekennzeichnet. Infektionen: —-Y— mehrere Versuchswerte, A einzelne 
Versuchswerte. Lysogenisierungen: ---O--- mehrere Versuchswerte, O einzelne Versuchswerte 


93,8 bzw. 85,0°/, der gesamten Bakterien zu, wahrend die Lysen (Abb. 4) 
wieder abnehmen. Aus der Tatsache des Sattigungswertes fiir Infektionen 
koénnte man auf eine Inhomogenitat der Bakterienpopulation gegeniiber 
den infizierenden Phagen schlieBen, d.h., daB ein bestimmter Anteil 
Bakterien weder lytisch noch lysogen infiziert werden kénne. Diese 6,2°/, 
anscheinend ,,infektionsrefraktarer‘“ Bakterien konnten jedoch 
bei anderer Versuchsmethodik zur Auszaéhlung der Kolonien nicht 
beobachtet werden. Bei der Methodik der vorliegenden Versuche wurden 
die Lysogenisierungen aufgrund spontaner Freisetzung von Phagen in 
lysogenen Kolonien identifiziert. Die Freisetzung hangt aber unter 
anderem von der Zahl an Zellteilungen in der Kolonie ab sowie von der 
Schnelligkeit, mit der der Praprophage fest ins Chromosom eingebaut 
wird. Ist das Wachstum der Kolonie zu gering, werden die Phagen nicht 
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in unmittelbarer Nahe der Indicatorbakterien freigesetzt oder erfolgt 
die Inkorporation des Prophagen erst nach einigen Zellteilungen, so kann 
der als Erkennungsmerkmal verwendete Lysishof der lysogenen Kolonie 
sich nicht ausbilden. Verlangert man jedoch die Wachstumsperiode der 
lysogenen Zellen und begiinstigt gleichzeitig die Infektionschance der 
Indicatorbakterien durch Stempeln der zu priifenden lysogenen Kolonien 
auf einen frischen Nahrboden mit Indicator (LEDERBERG u. LEDERBERG 
1953), so zeigen sich keine infektionsrefraktéren Zellen mehr. Das gleiche 
Ergebnis erhalt man bei Bestimmung der Lysogenie einer Kolonie auf- 
grund ihrer Immunitat gegen die P 22-Klarplaquemutante H,; denn die 
Identifizierung der Lysogenitat ist hier unabhangig von den spontanen 
Lysen lysogener Bakterien. (Haufig beobachtet man in den gestempelten 
Kolonien nur einen lysogenen Sektor; dies deutet darauf hin, daB die 
Etablierung des Prophagen im Bakterienchromosom in diesen Fallen 
erst nach vielen Zellteilungen erfolgte, bei denen die infizierte Zelle 
alysogene Tochterzellen ,,abspaltete“‘.) Es handelt sich also bei den mit 
obiger Methode infektionsrefraktar erscheinenden Zellen um Lysogeni- 
sierungen, die bei der hier angewendeten Versuchsmethodik der Beob- 
achtung entgehen.—Beiden,,lysogenisierungsrefraktaren“ Zellen 
(Abb.3) erscheinen die infektionsrefraktaren selbstverstaindlich auch, 
denn sie stellten ja Kolonien dar, bei denen die lysogene Infektion 
der Beobachtung entging. Man sollte also bei hohen d den gleichen 
Sattigungswert von 93,2°/, erwarten. Das ist indessen nicht der Fall, 
sondern man beobachtet einen Sattigungswert von 85,0°/,. Es bleiben 
also immer noch 8,8°/, Bakterien tibrig, die offenbar nur lytisch zu 
infizieren sind. Diese kénnen tatsichlich einer Inhomogenitat der 
Bakterienpopulation gegentiber lysogenen Infektionen zugeschrieben 
werden. In der Diskussion wird niéher auf die Frage eingegangen 
werden. 

Zur exakten Bestimmung der Infektions- und Lysogenisie- 
rungsgeraden korrigierten wir zunachst alle einzelnen, experimentell 
bestimmten Prozentsatze an Infizierten und Lysogenisierten fir die ,,Ver- 
falschung“ durch die gegen Infektion oder Lysogenisierung refraktar 
erscheinenden Bakterien. Als Korrekturwert verwendeten wir den aus 
allen Versuchen graphisch interpolierten mittleren Sattigungswert fiir 
Infektionen (6,2°/,) und Lysogenisierungen (15,0°/)). Der korrigierte Wert 
ist gleich: 

U — Up 
1 — u, 


- 100, (2) 


wobei wu den Prozentsatz der Uninfizierten unter den gesamten Bakterien, 
u, den Prozentsatz der gegen Infektion bzw. Lysogenisierung refraktaéren 
Bakterien bezeichnet. Diese Werte streuen fiir Infektionen und Lysogeni- 
sierungen auch im Bereich hoher Multiplizitaten um eine Gerade. 
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Weiterhin wurde aus diesen korrigierten Einzelwerten die lineare 
Regression der Infektion bzw. Lysogenisierung [log (1-Infizierte) bzw. 
log (1-Lysogenisierte)] nach d errechnet. Fiir die Infektion ergab sich 
ein Regressionskoeffizient von 0,1917 + 0,0125, fiir die Lysogenisierung 
0,1117 + 0,0088 je d; beide Koeffizienten sind hoch signifikant (p<0,01). 
Die aus den beiden Gleichungen fiir die Regressionsgeraden, gezeichneten 
Trefferkurven gehen fast genau durch den Nullpunkt der graphischen Dar- 
stellung. Zeichnet man 

die Geraden genau durch 07 
den Nullpunkt, so erge- 

ben sich die Neigungen r 
0,1932 und 0,1105 fiir Infektonen 
Infektionen bzw. Lyso- 
genisierungen. Durch 49 
Multiplikation mit 2,3, ” 


Nultiplizitat der Infektion 
oe fae FAG 6 Zh 


Gate GTO, 


dem Umrechnungsfaktor S a 

dekadtischer in natiir- § 

liche Logarithmen, er- S& 4 Lysogenisierungen 
halt man dann die In- § e _Anektionen 
fektions- bzw. Lysogeni- £92 Tray 


sierungskonstante bei 

Messung derPhagendosis Ui Y ——“Yysogenisierungen 
in Einheiten von d- 101! 
Zu kine = 0,4449 bzw. 60 
kriyg = 0,2545. Die Nei- vy 
puugeiderg Lysogent=: yiZii entire Ek See 
sierungsgeraden ist also Or Eg Mg gr prepa hae BZ 
nur 57,2°/, derjenigen Multiplizitatseinhert *107 

der Infektion, mit an- Abb.6. Vergleich der experimentellen Veriénderungen der 


. = Wirkungen (= Infektionen bzw. Lysogenisierungen bzw. Lysen) 
deren Worten, die Wir ‘ mit d: ——-— Werte ohne Korrektur fiir refraktaire Zellen, 


ku ngswa hrschein- = Werte mit Korrektur fiir refraktire Zellen. Fiir die 

: E 4 korrigierten Infektions- und Lysogenisierungsgeraden wurden 

lichkeit ftir L yso- auBerdem die Regressionsgeraden fiir die Standardabweichung 

Near : o eingezeichnet (—-—). — Zum Vergleich ist als zweite Abszisse 

Nope gd Sed peg 8 ist Eyer die-nach Formel (6) errechnete mittlere Multiplizitaét der 
den gegebenen physio- Infektion des Lysogenisierungsversuches aufgetragen 


logischen Bedingungen 

im Mittel nur 57°/, derjenigen fiir die Infektion. Die so errechneten Kin- 
treffergeraden sind in Abb. 6 als ausgezogene Kurven eingezeichnet, 
die experimentell gefundenen Werte als gestrichelte. (Die bei hohen d 
scheinbar so groBe Diskrepanz zwischen beiden Kurven ist natiirlich die 
Folge des semilogarithmischen Darstellungsverfahrens.) Die + bzw. 
— o Regressionsgeraden, fiir Infektionen und Lysogenisierungen wurden 
als Strich-Punkt-Strich-Linien eingezeichnet, um einen Begriff von der 
Genauigkeit der Regressionsgeraden zu vermitteln. — Die exakte 
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mathematische Formulierung der Zunahme lysogener Infektionen 
mit d lautet demnach: 

Lyg =1 —e-*'@ baw. In (1 — Lyg) = —k-d, (3) 
wobei Lyg den Anteil der Lysogenisierungen unter allen vorhandenen 
Bakterien, 1 — Lyg den Anteil der nicht lysogenisierten, also lysierten 
oder alysogenen Bakterien und & die Wirkungswahrscheinlichkeit 0,57 
bezeichnet, d.h. die Wahrscheinlichkeit, daB eine Infektion zur Ly- 
sogenisierung fihrt. 

Aus den in Abb.6 dargestellten korrigierten Versuchsergebnissen la Bt 
sich ableiten: 1. Die Infektionen nehmen — wie zu erwarten — eintreffer- 
artig mit d zu; die Phagen wirken also unabhangig voneinander. 2. Jeder 
Phage kann — jeweils mit konstanter Chance — lysogen oder lytisch 
infizieren. Die eintrefferartige Zunahme der Lysogenisierungen erfolgt 
dabei mit geringerer Wirkungswahrscheinlichkeit als die der Infektion 
[Gl. (c) und (3)]. Fur die Lysogenisierung eines Komplexes, d.h. die 
Wechselwirkung zwischen einem infizierenden Phagen und der Zelle be- 
steht also, unabhaingig von der Zahl infizierender Phagen, eine kon- 
stante Chance. Mithin wirken die Phagen bei der Etablierung der lyso- 
genen Infektion véllig unabhingig voneinander. Die eintrefferartige 
Zunahme der lytischen Reaktionen der Komplexe 148t sich allerdings 
aus bestimmten, weiter unten zu diskutierenden Griinden nur im Bereich 
niedriger d sichtbar machen. 3. Die eingangs in Betracht gezogene 
Vermutung, auch nicht sichtbar ,,infizierende“ Phagen kénnten an der 
Entstehung lysogener Infektionen beteiligt sein, ist damit widerlegt, 
da in dem Falle ein mehrtrefferartiger Anstieg der Lysogenisierungs- 
kurve im Bereich niedriger d zu erwarten ware. 

Da die Infektion eines Bakteriums durch einen Phagen eine Ein- 
trefferreaktion, darstellt, d. h. der Verlauf nach 

In (1 — Inf) = —k- Dbzw. In (1 — Inf) = —k-d-z2 (4) 
beschrieben, werden kann, ergibt sich hieraus die Méglichkeit, das D, d. h. 
also den Infektionstiter fiir Lysen + Lysogenisierungen zu be- 
stimmen. Bisher hatten wir ja als Abszisse nur das willkiirlich festgelegte d 
verwendet, das sich aus der Verdiinnung des Phagenstockes herleitete ; tiber 
die Beziehungen zwischen d und D war zunachst nur auszusagen, daB dum 
den Faktor x von dem D abweicht. Fiir die Bestimmung des D muB man 
also den Faktor w errechnen. Der Berechnung liegt folgender Gedanken- 
gang zugrunde: DefinitionsgemaB hat der KintrefferprozeB der Infektion 
die Wirkungswahrscheinlichkeit & = 1, da nur sichtbare Infektionen, als 
, Lreffer“ gezahlt werden. Das heiBt, fiir die Zunahme des zu messenden 
Infektionstiters gilt bei zunehmender ,,Phagendosis‘‘ D 

In (1 — Inf) = —1-D, (5) 
wobei nach Gl.(1) statt D auch d- a eingesetzt werden kann. Diese 
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Formulierung stellt das Nullglied der Poisson-Verteilung dar, d. h. 
ubertragen auf unser Beispiel, den Anteil an uninfizierten Bakterien, 
den man in Abhangigkeit von D bei der Wirkungswahrscheinlichkeit 1 
erhalt [siehe auch Gl. (b)]. Die Neigung dieser ,,Infektionsgeraden“ im 
semilogarithmischen Koordinatensystem mit natiirlichen Logarithmen 
ist gleich 1, im System mit Logarithmen zur Basis 10 gleich 0,4343, dem 
Umrechnungsfaktor der natiirlichen Logarithmen in Logarithmen zur 
Basis 10. 
log (1 — Inf) = 0,4343 - (—1 - D), 


oder unter Einsetzung von D = d- x und Umformung 


log (1 — Inf) 
it qcquee oe UAadS 2: (6) 


Da die aus Abb.6 errechnete Neigung der Infektionsgeraden 0,1932 
betrug, ergibt sich: 
0,4343 - x = 0,1932 
x = 0,445. 


Der Infektionstiter fir Lysen und Lysogenisierungen errechnet sich 
mithin als d - 0,445;demd 1 (= 1 - 10"/ml) entspricht unter unseren 
Versuchsbedingungen ein Infektionstiter von 4,45- 10! lytisch und 
lysogen infizierender Phagen/ml. In Abb.6 haben wir zum Vergleich mit 
d das sich aus allen Versuchen ergebende mittlere D eingezeichnet. 
Bemerkenswert ist nun, daB der mittlere Weichagartiter in den 15 Ver- 
suchen 5,08 - 101°/ml betragt. Obwohl im Weichagartiter keine Lyso- 
genisierungen mitgezaihlt werden kénnen, da sie keine Plaques bilden, 
ergibt sich trotzdem ein héherer Titer als im Lysogenisierungsversuch. 
Der Grund diirfte in den jeweiligen physiologischen Bedingungen zu 
suchen sein, die bei der Bestimmung des Weichagartiters erheblich 
verschieden von denen des Lysogenisierungsversuches sind: Bei der 
Bestimmung des Weichagartiters adsorbieren und injizieren die Phagen 
im erstarrten Weichagar auf der Bouillonagarplatte, im Lysogenisierungs- 
versuch dagegen im T,-Puffer und kommen erst nach etwa 16—18 min 
in den Weichagar und auf die Bouillonagarplatten. 

Naher zu betrachten bleibt noch die Verainderung der Anzahl der 
Lysen mit d. Ihre experimentell bestimmten sowie die nach Korrektur 
fir refraktére Zellen errechneten Werte sind in Abb. 4 bzw. 6 ein- 
getragen. Wie bereits erwahnt, steigen sie nur bis zu etwa 10°/) in 
einer Geraden, d.h. nach Eintreffercharakter an; danach wird der 
Anstieg geringer und ihm folgt bald eine Abnahme der Lysen. Es hat den 
Anschein, als ob bei zunehmendem d die lytischen Reaktionen 
behindert werden. Die nahere Betrachtung des Kurvenverlaufes ergibt, 
daB der lineare, eintrefferartige Anstieg, bei dem die Hemmwirkung noch 
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nicht sichtbar ist, nur in Multiplizitatsbereichen erfolgt, in denen die 
meisten Zellen mit nur einem Phagen infiziert werden. Gelangen jedoch, 
wie bei héheren Multiplizitaten, zwei und mehr Phagen in die Zelle, dann 
fallen die Lysen wieder ab, die Lysogenisierungen steigen jedoch weiter 
an. Anscheinend wird unter diesen Bedingungen die bei niedriger 
Multiplizitat eintrefferartig zunehmende lytische Reaktion benachteiligt 
gegentiber den Lysogenisierungen, die unter diesen Bedingungen un- 
gehindert nach einer Hintrefferfunktion ansteigen. 

Die formale Interpretierung der eintrefferartigen Lysogenisierungs- 
reaktionen fihrt zu dem Schlu&, da® der Logarithmus der Uninfizierten 
plus der lytisch Infizierten proportional der Multiplizitat abnimmt. So- 
wohl Uninfizierte als auch lytisch Infizierte scheinen also als ,.Rohstoft* 
fiir lysogene Infektionen dienen zu konnen. Die Richtigkeit dieses for- 
malen, Schlusses liBt sich leicht beweisen, wenn man lytische und 
lysogene Infektion so voneinander trennt, da8 uninfizierte und lytisch 
infizierte Zellen, einer zeitlich spater folgenden lysogenen Infektion 
unterworfen werden. Unter solchen Bedingungen mul erwartet werden, 
da® — zumindest kurze Zeit nach der lytischen Infektion — die Lysen 
durch lysogene Infektion unterdriickt werden kénnen. Der dem- 
entsprechende Versuch wurde folgendermafen durchgefiihrt : Wir infizier- 
ten mit geringem d mit der Klarplaquemutante H, von P 22, die die Fahig- 
keit fiir Lysogenisierung eines Bakteriums verloren hat und infolge- 
dessen nur noch lytische Reaktionen erzeugen kann. 2, 5 und 8 min 
spiter iiberinfizierten wir mit H, mit einem d, bei dem im Kontroll- 
versuch ohne H, fast nur noch lysogene Reaktionen eintraten. Die 
zu den verschiedenen Zeiten, erhaltenen Lysen, Lysogenisierungen und 
Alysogenen sind in Tab. 1 zusammengestellt. Die Kontrolle mit H,; 
allein ergab unter 100 Bakterien 30 Klarplaques, die Kontrolle mit 
H, allein 8 Triibplaques und 84 Lysogenisierungen. In den Proben 
mit H,-iiberinfizierten Zellen erhielten wir als Indiz fiir Lysen ver- 
stiindlicherweise fast ausschlieBlich Triibplaques, da das d fiir H, etwa 
das 25fache des d fiir H, betrug und sich daher in den durch Lyse 
entstandenen Plaques der Triibplaquecharakter durchsetzen konnte. 
Falls die durch H, erzeugten Lysen nicht unterdriickt werden kénnen, 
hatte man 30 + 5,6 von H, erzeugte Lysen zu erwarten [nur 30°/, der 
Zellen enthalten H;, mithin kénnen nur 70°/, der 8 von H, induzierbaren 
Lysen (= 5,6) zusitzlich auftreten]. Die Zahl der beobachteten Lysen 
nach Uberinfektion mit H, war jedoch durchweg geringer: Sie lag stets 
niedriger als in der H,-Kontrolle (ohne H,-Uberinfektion) und tiberstieg 
die Werte der H,-Kontrolle (ohne Vorinfektion mit H,;) erst bei Uber- 
infektion 8 min nach der lytischen Infektion. Aber auch dann wurde mit 
15 Plaques noch nicht einmal die Halfte der erwarteten lytischen Reaktio- 
nen erreicht. Es ist also klar erkennbar, da selbst 8 min nach einer 
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lytischen Infektion die lytischen Reaktionsketten durch lysogene 
Uberinfektion unterbrochen werden kénnen. Der Zeitraum, der nach 
Ingangsetzung lytischer Infektionen verstreicht, bis keine Unterbrechung 
mehr méglich ist, liegt mit 8 min in der gleichen GréBenordnung wie der 
Zeitraum, in dem nach Infektion eines Bakteriums durch Veraénderung 
der physiologischen Bedingungen des Komplexes die Entscheidung fiir 
Lyse oder Lysogenisierung gy 
noch veradndert werden 
kann (Lworretal. 1954). — 
Man kann aus dem Versuch 
schlieBen, da® sich grund- 
satzlich die gleichen Vor- 
gange, nur zeitlich etwas 
komprimierter abspielen, 
wenn man mit einem Triib- 
plaquephagen infiziert, der 
lytische oder lysogene Re- 
aktion auslésen kann. 

Aus den Darstellungen Fi dh © eet, . 


iiber die Veranderungen der 0 2 4 6 8 20 
Prozente an _ Lysogeni- /oliphizitatsembent 107 
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slerungen und Lysen je mit ansteigendem d aus der Infektions- und der Lyso- 
Zahl der Gesamtbakterien genisierungskonstante (Atp¢ und kyyg) nach Gl. (8) er- 
ci 6 rechnete Verénderung der Lysogenisierungshiufigkeit 

(Abb.3—6) mit steigender in Prozenten der Infektion. Die Symbole geben die 
Multiplizitat ist zu erken- in den einzelnen Versuchen bestimmten Werte nach 
é Hc Korrektur fiir refraktiire Zellen wieder. Zur Ver- 

nen, daB die Lysogenisie- folgung des Trends der experimentellen Kurven sind 


die MeBpunkte der einzelnen Versuche durch Linien 


osha <eit unter den 
rungshaufigk t miteinander verbunden 


Infektionen zunimmt. Die- 
ses Ansteigen der Lysogenisierungshaufigkeit mit d, also der Multiplizi- 
tiitse/fekt, ist in Abb. 7 eingetragen. Zur Errechnung der Lysogenisierungs- 
prozente wurden die errechneten Wirkungswahrscheinlichkeiten je d fiir 
Lysogenisierung und Infektion in die Gleichung zur Erfassung des Mullti- 
plizitatseffektes eingesetzt: 


Lysogenisierungen 1—e‘lyg +4 1—e-0,2545 -d (8) 
a= Infektionen ie eae SSO Ee Oars 


AuBerdem sind die in den einzelnen Versuchen gewonnenen und fiir 
refraktare Zellen korrigierten MeBwerte eingezeichnet, wobei Punkte des 
gleichen Versuches durch Striche miteinander verbunden sind. Der Trend 
dieser Strichverbindungen 148t keinen anfangs konkaven Kurventeil 
erkennen (im Gegensatz dazu Levine 1957). Die nach Formel (8) er- 
rechnete Kurve, die sich aus der linearen Regression aller, also bei sehr 
verschiedenen d gemessenen Versuchswerten herleitet, ist von prinzipiell 
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gleicher Gestalt. Im Bereich d > 1 bildet sie sogar praktisch den Mittel- 
wert der experimentellen Punkte. Beid < 1 gilt das indessen nicht mehr 
ganz, da sich dort bei den experimentellen Punkten statistische Schwan- 
kungen (siehe unter Methodik) und physiologische Unterschiede be- 
sonders stark bemerkbar machen. Weiterhin wird aus der Darstellung 
deutlich, daB8 bei verschwindend kleinem d 57°/, der Infektionen Lyso- 
genisierungen sind; denn die Gl. (8) extrapoliert fiir d = 0 auf 


0,2545 4 
rey we 0,5721. 

Tabelle 1. Verdnderungen der Infektionsreaktionen bereits lytisch mit der Klarplaque- 
mutante H, infizierter Zellen durch lysogene Uberinfektion 
Versuchsprozedur prinzipiell wie unter Abb.1 beschrieben. Nach Infektion zur 
Zeit 0 mit der Klarplaquemutante H, mit d 0,58 wurde zur Zeit 2, 5und 8 min mit 
H, mit d 14,4 iiberinfiziert. Da die Adsorptionszeit auf 10 min beschrankt blieb, 
wurde die H,-Phagensuspension so verdiinnt, daB am Ende der gesamten Ad- 

sorptionszeit d 14,4 erreicht war 


ee eee eee 


Uberinfektion Lysogeni- 

mit H, nach Alysogene | Lysogene Lysierte sierungs- 

Hs Hi Minuten prozente 
0,58 _— — 70 0 30 0 
= 14,4 _— 8 84 8 92 
0,58 14,4 2 6 86 8 92 
0,58 14,4 5 5 86 | 9 91 
0,58 14,4 8 5 80 15 84 


Vorlaufige Versuche, einen Zusammenhang zwischen T'ransduktions- 
hiiufigkeit und der Multiplizitét zu finden, fiihrten zu einem ganz ahn- 
lichen Ergebnis: Bis zum D von etwa 7 steigt im Lysogenisierungs- 
versuch die Transduktionshaufigkeit je tiberlebendes Bakterium linear 
mit dem D an. Auch hier handelt es sich um eine exponentielle 
Abhangigkeit, denn bei geringen Dosen’ (Transduktionshaufigkeit 
je Phase ~ 10-*) wird 

Transduzierte = 1 — e-**? zu 
Transduzierte ~ k- D, (9) 


und man erhilt demnach unter den gegebenen Bedingungen eine einfache 
lineare Beziehung zwischen Transduktion und Phagendosis. Es kann also 
auch in diesem Fall auf den Ablauf eines Eintrefferereignisses geschlossen 
werden. 


1Die Gl. (8) hat bei d = 0 die Steigung 1/,-ktyg: (1 — kyg), wie sich durch 
die Berechnung des g 6 Q zeigen la8t. Demnach hat die Funktion beim Schneiden 
der Ordinate auBer in zwei Grenzfallen eine Steigung > 0; nur bei kiyg = 0 und 
bei kiyg = hme ist sie gleich 0. Ist ktyg = '/.° kine, dann hat sie maximale 
Steigung. Dieses Verhalten der Funktion fiir Q erklart auch, warum unter unseren 
Versuchsbedingungen (knyg ~ +/.° km) keine Verminderung der Steigung bei sehr 


kleinem d bzw. d — 0 zu erkennen ist. — Wir danken Herrn cand. phys. W. Eck- 
STEIN fiir die Durchrechnung des Problems. 
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Diskussion 
Die vorliegenden Untersuchungen sollten die Ursachen des Multiplizi- 
tatseffektes aufklaren. Dieses Phinomen wird beschrieben durch einen 
mit steigendem D sich andernden Quotienten, der die beiden Reaktions- 
méglichkeiten nach einer Phageninfektion, nimlich Lyse oder Lysogeni- 
sierung, zueinander in Beziehung setzt: 


Lysogenisierungen a Lysogenisierungen 
Lysen + Lysogenisierungen yh Infektionen 


Der Quotient, die Lysogenisierungshaufigkeit, steigt mit D, d.h. der 
mittleren Zahl infizierender Phagen je Bakterium und ndhert sich bei 
hohen D 1,00 bzw. 100°/,. Die Tatsache seines Anstieges bezeichnet 
man als Multiplizitatseffekt. Es ist einleuchtend, da8 die Analyse seiner 
Ursachen nur durch die Verfolgung der Veranderung der einzelnen 
Komponenten — Lyse und Lysogenisierung — in Abhangigkeit von D 
moglich ist. 

Fiir die Erzeugung lysogener Infektionen, die jetzt in erster Linie 
interessieren sollen, sind a priori drei theoretische Méglichkeiten denkbar: 
(A) Fir die Lysogenisierung sind zwei oder mehrere Phagen ndtig, ein 
Phage allein kann eine Zelle nicht lysogenisieren. (B) Eine Lysogeni- 
sierung ist nur dann moglich, wenn ein Phage sich allein in einer Zelle 
befindet. (C) Ein Phage kann eine Zelle lysieren oder lysogenisieren 
unabhangig davon, ob sich ein oder mehrere Phagen in der Zelle be- 
finden. — Zwischen diesen drei Modellen mu experimentell unter- 
schieden werden kénnen. Beim Vergleich mit den gewonnenen Versuchs- 
daten ergibt sich: Modell (A) ist nicht realisiert, da wir zeigen konnten 
(Abb.5), daB selbst bei sehr niedrigem D Lysogenisierungen auftreten. 
Modell (B) scheidet ebenfalls aus, da dann bei zunehmendem D die 
Lysogenisierungen abnehmen mitiBten. Modell (C) hingegen stimmt mit 
unseren experimentellen Daten iiberein, da in den verschiedenen Ver- 
suchen selbst bei sehr niedrigen D (0,027—0,27) zwischen 30°/, und 
60°/, Lysogenisierungshaufigkeit zu beobachten war (Abb.7). 

Wie die weitere Auswertung der Versuche ergab, nehmen die Lysogeni- 
sierungen ebenso wie die Infektionen innerhalb des gesamten unter- 
suchten Multiplizitatsbereiches nach einer Eintrefferfunktion zu [Abb.6 
und Gl. (3)]. Daraus und aus der Tatsache, da die experimentellen 
Punkte der Abb. 7 keinen anfangs konkaven Anstieg der Lysogenisie- 
rungsprozente ergeben, ist zu folgern, daB die Zunahme der Lyso- 
genisierungen mit steigendem D nicht die Annahme einer physiolo- 
gischen Kooperation der Phagen erfordert. Bei einer solchen Modell- 
vorstellung (BERTANI 1958) wiirde z. B. jeder infizierende Phage eine 
, Lysogenisierungssubstanz“ enthalten oder nach Infektion produzieren, 
deren Konzentration ein bestimmtes Niveau tiberschreiten mu8, um 
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einen Komplex zu lysogenisieren. Vielmehr besteht fiir jede Wechsel- 
wirkung eines infizierenden Phagen mit der Zelle zunaichst eine kon- 
stante Lysierungs- und Lysogenisierungschance. Letztere bleibt an- 
scheinend auch dann konstant, wenn bereits von anderen Phagen lytische 
Reaktionen eingeleitet worden sind; mit anderen Worten, lysogene In- 
fektionen konnen lytische unterdriicken. SchlieBlich war sogar nach- 
zuweisen, da eine lysogene Infektion sich selbst dann noch durchsetzen 
kann, wenn sie 8 min nach einer lytischen erfolgt (Tab. 1). 


Auf Grund des Ablaufes der Unterdriickungsreaktion 1iBt sich auch 
leicht einsehen, warum nur in Bereichen hoher Multiplizitat eine Unter- 
driickung der lytischen Reaktion, in niedrigeren Bereichen hingegen 
eine eintrefferartige Zunahme mit steigendem D zu beobachten ist: 
Bei niedrigen D trifft ein infizierender Phage praktisch nur auf 
uninfizierte Bakterien, d.h. es werden nur Monokomplexe gebildet, so daB 
Lysen und Lysogenisierungen gema8 ihren Entstehungswahrscheinlich- 
keiten zunehmen konnen. Bei h6heren D werden jedoch auch bereits 
infizierte Zellen mit einem oder mehreren weiteren Phagen infiziert, es 
werden demnach vorwiegend Multikomplexe gebildet. Wegen der durch 
lysogene Infektion erzeugten Unterdriickung lytischer Reaktionen 
kénnen nur diejenigen Komplexe lysieren, bei denen alle infizierenden 
Phagen sich fiir Lyse entschieden hatten. Bei sehr hohen D, bei 
denen praktisch nur noch Mehrfachinfektionen  stattfinden, entspricht 
schlieBlich die Zunahme lysogener Infektionen der Abnahme lytisch 
infizierter Zellen. Demnach wird erst durch die sekundire Uberlagerung 
der Unterdriickungsreaktion iiber das eintrefferartige Infektions- 
geschehen fiir Lyse und Lysogenisierung der Multiplizitatseffekt 
erzeugt. 

Die quantitative Auswertung dieser Zusammenhange beruht auf 
folgenden Uberlegungen: Die Wahrscheinlichkeit der lytischen Reaktion 
eines Multikomplexes, d.h. die Wahrscheinlichkeit, daB alle infizierenden 
Phagen fiir Lyse entscheiden, wird mit steigendem D fallen; denn die 
Wahrscheinlichkeit, daB z.B. mehrere Phagen unabhangig voneinander 
in einer Zelle fiir Lyse entscheiden, entspricht dem Produkt der Lyse- 
wahrscheinlichkeiten hy. aller infizierenden Phagen. Die Lysewahr- 
scheinlichkeit des einzelnen Komplexes oder Multikomplexes ergibt sich 
demnach als 


(vss) (10) 


Der Anteil lytisch infizierter Komplexe einer mit bestimmtem D 
infizierten Bakterienpopulation errechnet sich dementsprechend aus der 
Lysierungswahrscheinlichkeit A,y,, des einzelnen infizierenden Phagen 
unter Einbeziehung der Poisson-Verteilung (da ja bei jedem D ein 
bestimmter Anteil der Bakterien jeweils mit keinem, einem oder mehreren 
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Phagen infiziert wird) als 


eP i (Aiyse — 1) — e-P und 


bezogen auf die uninfizierten Komplexe (1 — e~?) zu 


eD- (Kiyse 1) eg) 
1—eD 


Die Lysogenisierungshaufigkeit ergibt sich auf diesem Wege 
dann als 


ie ees) 


Durch Umformung erhalt man Gl. (8). — Bei Kenntnis der Wirkungs- 
wahrscheinlichkeit fiir Lyse bzw. Lysogenisierung pro Phage (hy,, und 
kyyg), dem D und der Voraussetzung einer ,,absoluten“‘, d.h. mit 
Sicherheit stattfindenden volligen Unterdriickung der Lysen durch 
Lysogenisierungen kann also fiir jede beliebige Multiplizitat die Lyso- 
genisierungshaufigkeit errechnet werden. 

Was fiir ein physiologischer Vorgang kénnte die Ursache dieser 
Unterdrickungsreaktion sein? Bekanntlich sind lysogene Bakterien 
gegen lytische Infektion mit verwandten Phagen immun, d.h., durch 
eine Infektion kann keine lytische Phagenvermehrung mehr induziert 
werden. Auch in unserem Fall wird eine lytische Phagenvermehrung 
verhindert, jedoch schon durch den Beginn einer Reaktionskette, die 
erst nach vollstandigem Ablauf zur Lysogenisierung fiihrt. Man kann 
also mit gewissem Recht schlieBen, daB der sogenannte ,,pralysogene“ 
Zustand des Bakteriums (HERSHEY 1957), erzeugt durch einen lysogen 
infizierenden Phagen, auch bereits Immunitat gegen eine lytische Phagen- 
entwicklung hervorruft. Dies wird bestatigt durch Versuche von LEVINE 
(1957), aus denen hervorgeht, da eine Zelle nach Infektion mit zwei 
genetisch verschiedenen Klarplaquemutanten von P 22, die fiir sich 
allein nicht mehr zu lysogenisieren vermogen, lysogen werden kann, und 
zwar nur fiir eine bestimmte der beiden Phagenmutanten. Durch die 
phanotypische oder rekombinative ,,Kooperation dieser genetisch 
verschiedenen Mutanten innerhalb des Bakteriums kann offenbar der 
pralysogene Zustand hergestellt und damit die lytische Phagenvermeh- 
rung verhindert werden, die urspriinglich die einzige Reaktionsméglich- 
keit der infizierenden Phagen darstellte. — Entscheidend fiir die Unter- 
driickung einer lytischen Phagenvermehrung scheint mithin die Eta- 
blierung des pralysogenen Zustandes mit Immunitat zw sein, in dessen 
, schutz‘* erst die Reaktionsketten zum Einbau des Prophagen in das 
genetische Material des Wirtes ablaufen kénnen. 

Wendet man diese Schliisse auf die vorliegenden Versuchsergebnisse 
an, so beschreibt die Kinetik der Lysogenisierung gleichzeitig den Verlauf 
der Immunisierung der Bakterien beim Erreichen des pralysogenen 

16* 


t ( eD - (kiyse — 1) — e-D ) 
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Justandes. Wird im Bereiche niedriger D ein Bakterium durch einen 
Phagen infiziert, so beschreibt die Lysogenisierungschance die Wahr- 
scheinlichkeit, daB sich der infizierende Phage in dem bislang uninfizierten 
Bakterium fiir Lysogenisierung entscheidet. Entsprechendes gilt fiir die 
Lysierungschance. Gelangt jedoch ein Phage im Bereich hoher D in 
ein Bakterium, so werden mit ihm mehr oder weniger gleichzeitig andere 
Phagen infizieren. Entschied beispielsweise der gro&te Teil der infizie- 
renden Phagen bereits fiir Lyse und nur einer fiir Lysogenisierung, so 
beschreibt die Lysogenisierungskinetik die Chance, mit der lytisch 
infizierte Komplexe durch einen weiteren Phagen in den prailysogenen Zu- 
stand versetzt und immunisiert werden kénnen. Damit wird jede bereits 
angelaufene lytische Reaktion sowie eine Neuinduktion durch einen wei- 
teren fiir Lyse entscheidenden Phagen verhindert. Wie unsere Versuche zei- 
gen, scheinen die Chancen zur TImmunisierung bzw. Prilysogenisierung 
eines uninfizierten Bakteriums und eines bereits lytisch infizierten Kom- 
plexes praktisch gleich gro8 zu sein; denn innerhalb der untersuchten Mul- 
tiplizitatsbereiche ist unter unseren Versuchsbedingungen die Neigung 
der Lysogenisierungskurve konstant. Weiterhin konnte gezeigt werden, 
daB eine Immunisierung und damit Lysogenisierung sogar noch 5 min 
nach erfolgter lytischer Infektion uneingeschrankt méglich ist. 

Das aus unseren Versuchen ableitbare Modell des Lysogenisierungs- 
ablaufes gestattet auch, eine nur schwache Ausprigung des Multi- 
plizitatseffektes bzw. sein vdlliges Fehlen zu erkliren. Beim Phagen 4 
beispielsweise erscheinen die Lysogenisierungsprozentsatze der Multi- 
komplexe mehr oder weniger gleich denen der Monokomplexe (LIEB 
1953). Ein solches Verhalten lieBe sich erkliren unter der Annahme, 
da® der durch einen der infizierenden Phagen erzeugte pralysogene Zu- 
stand mit Immunitat von einem weiteren infizierenden Phagen unter 
bestimmten Umstianden (unter anderem innerhalb einiger Minuten nach 
der Infektion) wieder durchbrochen und damit eine lytische Phagen- 
entwicklung eingeleitet werden kann. Das wiirde gleichzeitig bedeuten, 
daB die Lysogenisierungswahrscheinlichkeit je Phage fiir bereits lytisch 
infizierte Komplexe und uninfizierte Bakterien nicht gleich eroB, sondern 
fiir die lytisch infizierten geringer ware. 

Einige experimentelle Daten iiber den Multiplizititseffekt liegen auch 
von Levine (1957) vor, der allerdings nicht wie wir mit stationadren 
Bakterien, sondern mit Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase 
arbeitete. Wahrend im Bereich hoher Multiplizitaten ein unseren Er- 
gebnissen vergleichbarer konvexer Kurvenverlauf zu beobachten war, 
zeigte die Zunahme der Lysogenisierungsprozente im Bereich kleiner D 
jedoch einen konkaven Anstieg, der den Schlu8 auf eine Kooperation 
der Phagen zulassen wiirde. Leider ist ein Vergleich der beiden an- 
scheinend unterschiedlichen Versuchsergebnisse nicht méglich, da LE- 
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VINE keine genauen Angaben iiber die Bestimmung der Multiplizitat 
der Infektion (D) machte. AuBerdem leitet Levryz den konkaven 
Kurvenverlauf bei der Lysogenisierung mit H, (Wildtyp) aus der Lage 
nur eines Punktes in einem Experiment ab. Dessen ungeachtet sollte 
es nicht verwundern, unter verschiedenen experimentellen Bedingungen 
zu verschiedenen Resultaten zu kommen, da ja der Lysogenisierungs- 
vorgang nach den Untersuchungen Lrvines mit verschiedenen Phagen- 
mutanten aus mehreren hintereinandergeschalteten Schritten besteht. 
Ebenso wie der Gesamtvorgang diirften auch die einzelnen Schritte vom 
physiologischen Zustand der Zelle weitgehend beeinflu8t werden. So 
kénnte beispielsweise jeder der EKinzelschritte nach einer ihm eigenen 
Kinetik ablaufen, die immer dann die Kinetik des gesamten Lyso- 
genisierungsvorganges pragt, wenn unter speziellen physiologischen Be- 
dingungen dieser Hinzelschritt den begrenzenden Faktor bildet. 

In Abb.2, 3 u. 6 hatten wir eine Inhomogenitat der Bakterienpopu- 
lation nachweisen kénnen, da 8,8°/, der Bakterien sich als ,,lysogeni- ~ 
sierungsrefraktar‘‘ erwiesen, also nur lytisch infiziert werden konnten. 
Offenbar handelt es sich bei ihnen um einen kleinen Prozentsatz an Zellen, 
bei denen die Lysogenisierungschance sehr gering ist. Dieses Merkmal ist 
wahrscheinlich nicht genetischer Natur, sondern spiegelt nur physiologische 
Verschiedenheiten wider, als deren Folge die Zellen verschiedene ,,Dis- 
position“ fiir Lysogenisierung aufweisen. So zeigen logarithmisch wachsen- 
de, d.h. sich teilende, mehrkernige Zellen weit geringere Lysogenisierungs- 
haufigkeiten als stationére (PRELL, unver6ffentlicht), und es erscheint 
plausibel, daB solche sich teilende bzw. teilungsfihige Zellen den Anteil 
der praktisch ,,Lysogenisierungsrefraktaren‘‘ ausmachen. 

Bei der Definition des D hatten wir festgestellt, daB mehr Phagen 
ihre DNS in Bakterien injizieren, als spiter sichtbare Infektionen aus- 
gezihlt werden kénnen. Der Vergleich des ,,Infektionstiters‘‘ im Lyso- 
genisierungsversuch mit dem sogenannten ,,Weichagartiter® (siehe 
Material und Methoden) bestatigte dies: Obwohl der Weichagartiter 
keine Lysogenisierungen erfaBt, fihrt er zu héheren Werten als der 
Infektionstiter fiir Lysen und Lysogenisierungen im Lysogenisierungs- 
versuch. Das macht deutlich, da physiologische Faktoren ganz erheb- 
lichen EinfluB darauf haben, ob in die Zelle gelangte Phagen-DNS auch 
wirklich lytisch oder lysogen infiziert. Dieses Ergebnis steht in EKinklang 
mit der Beobachtung, da8B der Ertrag an Infektionen ebenso wie die 
Lysogenisierungshaufigkeit durch Temperatur, den Ernahrungszustand 
der Bakterien, ihr Alter sowie die Infektionsprozedur erheblich variiert 
werden kann, wobei verschiedene Kombinationen der einzelnen Faktoren 
auch jeweils wieder zu einer Verschiebung der zu beobachtenden Reak- 
tionen fiihren (PRELL, unver6ffentlicht). Ahnliche Beobachtungen liegen 
vom gleichen und von anderen lysogenen Systemen vor (LworFr et al. 
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1954; Berrant 1957; Lies 1953; Berrant u. Nice 1954). Es ist daher 
unmdglich, aus einem unter bestimmten Bedingungen erhaltenen 
Infektionstiter auf die absolute Phagenzahl zu schlieBen, nicht einmal 
auf die Zahl der Phagen, die ihre DNS in die Zelle injizierten. 

Die Tatsache, da8 die Lysogenisierung als Eintreffervorgang beschrie- 
ben werden kann, eréffnet neue Méglichkeiten zur Untersuchung der 
Rolle physiologischer Faktoren bei der Lysogenisierung. So kénnte 
insbesondere beim Studium des Einflusses der Proteinsynthese (LWOFF 
et al. 1954; Burrant 1957; CHRISTENSEN 1957) gepriift werden, ob unter 
Bedingungen optimaler oder blockierter Proteinsynthese ein Multi- 
plizitatseffekt besteht und ob er gegebenenfalls auf die gleichen Ursachen 
wie in den vorliegenden Versuchen zurtickgefihrt werden kann. 


Summary 

The increase of lysogenization in phage infected cells has been in- 
vestigated with increasing multiplicities of infection in the system 
Salmonella thyphimurium — phage P 22. The increase of infection resp. 
lysis and lysogenization with multiplicity follows first order reaction 
kinetics as concluded from multiplicities < 0.3. Under the experimental 
conditions employed, the probability per phage is 0.57 for lysogenization 
and 0.43 for lysis. If multiplicity is > 0.3 and cells are infected with more 
than one phage, the lysogenizations increase according to one hit kinetics, 
whereas the lysis of cells decreases. It is concluded, that lytic reactions 
in multicomplexes, which can be initiated independently by every one of 
the infecting phage particles will be suppressed by lysogenic reactions 
initiated by other independently infecting phages of the complex. Our 
experiments suggest, that immunity of the prelysogenic condition is the 
process responsible for the suppression of the lytic reaction. Therefore, 
in multicomplexes the immunity induced by one of the infecting phages 
is superimposed upon the one hit lytic infection causing the percentage 
of lysogenization increasing with multiplicity. 

Herrn Prof. Dr. R. W. Kapian danken wir besonders fiir anregende Diskussionen 
und Kritik. Auferdem sei der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir eine Sachbei- 


hilfe sowie Fraulein M.-E. v. Korzesur und Frau H. N. Trost fiir gewissenhafte 
technische Assistenz gedankt. 
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Microorganisms, in general, require special techniques for the prepara- 
tion of cell-free extracts (Huco 1954). The rupture of the spore wall 
appears to be particularly difficult. Whereas some progress has been 
made with respect to rupture of bacterial spores, information regarding 
mold spores is scanty. Basas, Damue and KrisHnan (1954) employed 
sand and pyrex glass powder as abrasives in their studies on the frac- 
tionation of the phosphorylated compounds in the trichloroacetic acid 
extracts of the spores of Aspergillus niger. YANAGITA (1957) made use 
of a vibrator and glass beads to disintegrate the spores of A. niger. 
During the course of studies in progress in this laboratory on the meta- 
bolism of the spores of A. niger (BHATNAGAR and KrisHnan 1959), it 
was necessary to prepare cell-free extracts of resting and germinating 
spores which may be enzymatically active. A detailed investigation was 
undertaken on the solubilization in water of nitrogenous material and 
phosphate compounds present in the spores. The following is a brief 
report of our findings. 


Materials and Methods 


Strains NRRL 67 and NRRL 599 of A. niger were used in the investigation. 
The collection of spores by floatation and by suction techniques has been referred 
to before (BHATNAGAR and KrisHNAN 1959). The latter technique was preferred 
in view of the fact that the spore material, for the most part, was free from con- 
tamination with mycelial particles and agar. Portions of the spores were stored at 
a temperature of 0—5°C. in a refrigerator and other portions at —18°C. in a deep- 
freeze. Still another portion was acetonized. The bulk of the spore material was 
dried in vacuo over calcium chloride in the cold. The dried material so obtained was 
usually stored in the cold at 0—5°C. and was found to retain viability for several 
months. 

One hundred mg. samples of the spores were extracted for 15 min. with water 
using a chilled mortar and abrasive such as alumina, sand or pyrex glass powder. 
The resulting suspension was centrifuged, the residue washed once, and the com- 
bined centrifugates filtered. In other experiments the spores were incubated with 
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lysozyme, centrifuged and washed free from the enzyme. The rupture of the spores 
was sought to be effected also by subjecting them to low frequency ultrasonic 
vibrations. In still other experiments the spore material was ground in a Tefflon 
tissue homogenizer of the Potter-Elvehjem type, supplied by Messrs. Arthur Tho- 
mas Company, Philadelphia, U.S.A. The homogenization was carried out for 15 min. 
at ice-cold temperature. The spore counts were carried out microscopically using 
a blood cell counting chamber. 

In all cases nitrogen was estimated on both the aqueous extract and the solid 
residue by micro-Kjeldahl method. Total phosphate in the extracts and the residues 
was estimated by Sumners method (1944). In several experiments the two esti- 
mations were carried out on a common digest as recomended by Dame and KRrisH- 
NAN (1954). The extractability was expressed as per cent of the combined nitrogen 
(or phosphorus, as the case may be) in the solid residue and the aqueous extract. 


Experimental Results 
1. Extraction of spores of A. niger, strain NRRL 67, with the 
aid of abrasives 


Freshly collected spores, the material stored at 0—5°C., and stored 
frozen and desiccator-dried spores were used in the experiments. The data 
for nitrogen extracted are recorded in Table 1. They show that the best 


Table 1. Nitrogen eatracted from spores of A. niger, strain NRRL 67 


per cent of total nitrogen extracted by water 


| 
| Spores stored 


Abrasive used | Spores frozen Desiccator 
Fresh spores | at 0° C. and thawed dried 
| for 18 days repeatedly spores 
Alumina 0427), [a i80 ey, MEORO sen a eae 
Glass powder | 2180 Dodues 80208 derprkinl 
Sand 1.40 18.10 | 43.50 | 15.90 


extraction was achieved when the spore material was repeatedly frozen 
and thawed before being ground with sand. Microscopic counts indicated 
that 68°/, of the total spores was ruptured under these conditions. 


2. Hxtraction of spores of A. niger, strain NRRL 599 

The starting material was desiccator-dried spore mass which had been 
stored at 0—5°C. and also at —18°C. The amounts of nitrogen and 
phosphorus solubilized by water as a result of different treatments are 
reported in Table 2. The data show that sand was the most efficient 
among the abrasives used. Grinding in a tissue homogenizer resulted in 
an even better extraction of nitrogen and phosphorus than grinding in a 
mortar with sand. Microscopic examination showed that about 91°/, of 
the spores was ruptured as the result of the homogenization. It will 
also be noted that the storage of the desiccator-dried spores at —18°C. 
did not influence to any great extent the subsequent extractability of 
phosphorus and nitrogen, compared to storage at 0—5°C. 
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Table 2. Nitrogen and phosphorus solubilized by water from desiccator-dried spores 
of A. niger, strain NRRL 599 


Dried spores stored 
at —18°C. for 26 days 


Dried spores stored at 0—5° C, . 
for 26 days 


Method of treatment 


of spores per cent per cent extraction per cent extraction 
rupture 
of spores Nitrogen | Phosphorus] Nitrogen | Phosphorus 
OR ek ee A ee Ne | ee ee eS ee 
Ground in mortar: 
1. Without abrasive 10.7 7.6 WD 
2. With alumina as 
abrasive 28.6 20.5 31.2 18.3 
3. With glass powder as 
abrasive 75 40.0 34.2 47.5 
4. With sand as abrasive 78 45.3 35.2 52.8 39.3 
Ground in tissue homo- : 
genizer 91 56.0 46.0 58.9 51.2 


3. Lysozyme treatment of spores 


The desiccator-dried spores of A. niger, strain NRRL 599, were used 
in the investigation. Hundred mg. samples were suspended in 5 ml. 
water and mixed with 2.5 ml. of lysozyme solution, containing 10 mg. 
of the crystalline enzyme (product of Nutritional Biochemicals, U.S.A.). 
The suspension was incubated for 5 hours at 30°C. In a second experi- 
ment iml. of ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), containing 
1 mg./ml., and adjusted to py 8, was also added, in view of the fact that 
REPASKE (1956, 1958) had shown that Escherichia coli cells are lysed by 


Table 3. Effect of treatment of spores with lysozyme 


Total nitrogen Total phosphorus 
Treatment / mg. mg. 
Control, without lysozyme 4.20 0.59 
Spores treated with lysozyme 4.13 | 0.58 
Spores treated with lysozyme in the 
presence of EDTA 4.06 0.55 


lysozyme only in the presence of EDTA. At the end of the incubation 
the spore material was recovered by filtration and washed free from 
lysozyme and analysed for nitrogen and phosphorus. The data are re- 
ported in Table 3. The results show that lysozyme did not bring about 
any significant lysis of the spores, even in the presence of EDTA. 


4. Hxtraction of acetonized spores 
A. niger, strain NRRL 599, was used in the investigation. It was 
found that very little of nitrogen and phosphorus was dissolved by ace- 
tone and ether during the extraction. The acetonized spore material was 
ground in a mortar with abrasive or ground in the Potter-Elvehjem 
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homogenizer. The data for the extractability of nitrogen and phosphorus 
are recorded in Table 4. The results show that prior acetonization helped 
significantly in solubilizing the nitrogen and phosphorus of spores by the 
use of abrasives. 


Table 4. Extractability of nitrogen and phosphorus from acetonized spores 


* Fs per cent extraction per cent rupture 
Method of treat t 
ethod of treatment of spores Nékeosee PLosihords of spores 
a Rn 
Ground in mortar: 

1. With alumina 35.5 23.9 

2. With glass powder 53.4 . 42.8 77 

3. With sand 52.0 48.1 71 
Ground in tissue homogenizer 58.2 48.5 84 


5. Effect of ultrasonic waves on spores 


One hundred mg. samples each of desiccator-dried and acetonized 
spores of A. niger, strain NRRL 599, were suspended in 25 ml. water. 
The suspension was contained in the ice-cooled stainless steel inducer 
flask and vibrated for 30 min. at frequency 25 ke./sec., generated by a 
Mullard 2 kw. low frequency generator, Type E 7696. At the end of the 


Table 5 
Nitrogen and phosphorus solubilized from spores by ultrasonic irradiation 


Desiccator-dried spores 


Acetonized spores 


Treatment per cent extraction per cent extraction 


Nitrogen | Phosphorus Nitrogen ) Phosphorus 


a 


14.8 10.3 | 23.1 16.8 


Thirty min. irradiation 


at 25 ke./sec. 14.1 8.6 RST 15.6 


experiment the solid material was separated from the fluid and both 
analyzed for phosphorus and nitrogen. The results are recorded in Table 5. 
They indicate that acetonized spores were more easily ruptured than 
desiccator-dried spores, but that the extractability was of a low order 
using low frequency ultrasonic vibrations. 


Discussion and Summary 


Fresh spores of Aspergillus niger are rather resistant to grinding; 
repeated freezing and thawing of spore material facilitate subsequent 
extraction. Spores dried in vacuo offer themselves to satisfactory 
extraction. The best extraction is obtained with acetonized powder. 
75—78°/, of spores are ruptured when ground in a mortar with sand 
or glass powder as abrasive. Alumina powder, usually recommended 
for the rupture of vegetative cells of bacteria (Hugo 1954) is not very 
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satisfactory. A higher degree of rupture, amounting to about 90°/,, 
and more efficient extraction of nitrogenous material and phos- 
phates, result from the use of a Tefflon homogenizer of the Potter- 
Elvehjem type. Ultrasonic vibrations of the frequency range usually 
employed in the rupture of bacteria (GuNsaLus 1955) bring about only 
partial extraction of spore contents. Lysozyme does not have any signi- 
ficant effect on the lysis of the spores of A. niger. 
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Die Bildung von Ektoenzymen durch holzzerstérende 
und holzbewohnende Pilze auf verschiedenen Naihrboden 


III. Mitteilung 
Amylum als C-Quelle 


Von 
Horst Lyk 


Mit 10 Textabbildungen 


(Eingegangen am 22. Juni 1959) 


Es ist nicht verwunderlich, da8 Starke als emes der am weitesten im 
Pflanzenreich verbreiteten Assimilationsprodukte von sehr vielen Mikro- 
organismen verwertet werden kann. Die hierfiir erforderlichen Enzyme 
sind bei den heterotrophen Organismen als Ektoenzyme weit verbreitet 
und bereits haufig bearbeitet worden. Da auch im Holzkérper der Baume 
betrichtliche Starkemengen deponiert sind, ist es verstandlich, daf 
holzbewohnende Pilze diese leicht zugainglichen Kohlenhydratreserven 
ausnutzen. Aus der Ubersicht bei GARREN (1938) geht hervor, daB Amyl- 
asen bei fast allen untersuchten Pilzarten angetroffen wurden, und auch 
Boss u. SaRKAR (1937) wiesen bei allen untersuchten Holzzerstorern 
eine kraftige extracelluliére und eine geringere intracellulare Aktivitat 
nach. Uber das Vorkommen bei Schimmelpilzen liegen so zahlreiche 
Angaben vor, da eine Zusammenstellung in diesem Zusammenhang zu 
weit fiihren wiirde. 

Fiir eine vertiefte Kenntnis der physiologischen Leistungsfahigkeit 
einzelner Pilzarten geniigt jedoch die Feststellung des Vorkommens oder 
Nichtvorkommens eines Enzymes allein nicht mehr, sondern es ist not- 
wendig, Ausmaf und Verlauf der Enzymsynthese zu erfassen. Derartige 
Untersuchungen fehlen bei den holzbewohnenden Pilzen bisher vdllig. 
Aus den Mitteilungen dieser Ver6ffentlichungsreihe geht hervor, da8 
Amylase auch in Abwesenheit eines hydrolysierbaren Substrates reich- 
lich ausgeschieden wird (LyR 1959a, b). Daher war es von Interesse, die 
Aktivitat dieses Enzymes bei Anwesenheit von Amylum zu messen und 
gleichzeitig die Wirkung dieses gut verwertbaren Substrates auf die Aus- 
scheidung anderer Enzyme zu beobachten. 

Methodik: Die Untersuchungsmethodik und die Versuchspilze waren die 


gleichen wie in den bisherigen Mitteilungen angegeben. Der Nahrboden enthielt 
als alleinige C- Quelle — abgesehen von dem geringen Malzzusatz — 1°/) Amylum 
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solubile (Schuchard). Die Aktivitatsbestimmungen der Enzyme sowie die Art ihrer 
Auswertung wurde ebenso wie in den fritheren Serien gehandhabt, so da8 die Er- 
gebnisse vergleichbar sind. 

Die Amylasebestimmung erfolgte colorimetrisch mit Hilfe von Dinitrosalicyl- 
séiure-Reagens (vgl. BERNFELD 1955). Die Zunahme des Reduktionswertes von 1 ml 
Reaktionsfliissigkeit nach 4 Std bei 30°C (als y-Glucose ausgedriickt), diente als 
MaB fiir die Enzymaktivitat. Bei sehr starken Aktivitaéten, die in 4 Std mehr als 
die Halfte des maximal méglichen Reduktionswertes ergaben, wurde das Kultur- 
filtrat entsprechend verdiinnt, um eine Reaktionshemmung durch auftretende 
Spaltprodukte méglichst gering zu halten und die Messung im Anfangsbereich der 
Reaktion durchzufiihren. 

Durch die Bestimmung des Reduktionswertes wird freilich nicht nur die Aktivi- 
tat des Enzyms, das die hochpolymeren Verbindungen spaltet («-Amylase) erfaBt, 
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Abb.1. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Schizophyllum commune Fr. bei einem Wachstum 
mit Amylum als C- Quelle. ° © Pectinase, a a Amylase, o O Xylanase, O———0O px- 
Wert, x———X Reduktionswert (RW) der Kulturfltissigkeit (ausgedriickt als y-Glucose je Millimeter) 
e © Myceltrockengewicht (TS) 


sondern auch die Aktivitaét von «-Glucosidasen (Maltase) oder /-Amylasen. Es ist 
daher zu beriicksichtigen, daB unter dem Begriff ,,Amylase‘‘ méglicherweise ein 
Enzymkomplex zu verstehen ist. Eine genauere Charakterisierung der Enzyme im 
Kulturfiltrat steht noch aus, so daB zur Zeit noch nichts dariiber bekannt ist, ob 
sich die einzelnen Arten gegebenenfalls in qualitativer Hinsicht unterscheiden oder 
ob dieser Komplex eine einheitliche Zusammensetzung bei allen untersuchten 
Arten hat. Vermutlich liegen hauptsachlich «-Amylasen vor. 


Pilzwachstum 


Das Wachstum aller Pilze war mit dieser Kohlenstoffquelle sehr gut. 
Wie aus den Trockengewichtskurven der Abbildungen 1—10 zu ersehen 
ist, nahm das Mycelgewicht bei allen Arten rasch zu und erreichte ein 
bemerkenswert frithes Maximum. Wahrscheinlich ist das durch die 
leichte Hydrolysierbarkeit des Substrates und durch seine gute Ausnutz- 
barkeit zu erklaren. Die héchsten Trockengewichte erreichte Sch. com- 
mune, mit dem 2—10fachen an Mycel gegeniiber den anderen Arten 
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(Abb. 1). Diese Eigentiimlichkeit des Pilzes ist auch auf anderen Nahr- 
béden nachweisbar und ist artspezifisch. Die typischen Holzzerstorer 
nutzten die Nahrstoffe wesentlich weniger fiir die Mycelbildung aus, aber 
auch die Schimmelpilze blieben absolut gesehen nur bei mittleren Wer- 
ten, obwohl man von ihnen ein besonders iippiges Wachstum erwarten 
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Abb.2. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Trametes versicolor (L.) Pilat (Zeichenerklarung 
siehe Abb. 1) 
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Abb.3. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Phellinus igniarius Quel. (Zeichenerklarung 
siehe Abb. 1) 


k6énnte. Vergleicht man jedoch die Mycelbildung auf anderen Substraten, 
was allein zu vergleichbaren Ergebnissen fiihrt, so erweist sich die gute 
Verwertbarkeit von Amylum, das fiir 7'r. viride die héchsten 'Trocken- 
gewichte liefert und bei Ch. globoswm nur von dem komplexen Nahrboden 
iibertroffen, wird. Sehr auffallig ist bei allen Arten die bedeutende Uber- 
legenheit von Amylum gegentiber Glucose. Diese fihrt zu wesentlich 
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geringeren Mycelausbeuten, und auch die Enzymbildung ist auf dieser 
C- Quelle geringer. Das 148t darauf schlieBen, daB nicht Glucose als Er- 
nahrungsbasis von den Pilzen bei der Starkehydrolyse verwendet wird, 
sondern da polymere Glucose-Einheiten verwertet werden, deren Bin- 
dungsenergie zusatzlich ausgenutzt werden kann. 
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Abb. 4. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Collybia velutipes Curt. (Zeichenerklirung 
siehe Abb.1) 7 
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Abb.5. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Fomes marginatus Gillet (x ——— x Cellulase, 


andere Zeichen wie in Abb.1) 


Tab.2 gibt Auskunft tiber die Vervielfachung des Mycelgewichtes mit 
Amylum gegentiber Glucose. Die bedeutendste Steigerung weisen Sch. 
commune, Tr. versicolor und Ch. globosum auf, wahrend F. marginatus 
kaum anspricht und auch C. cerebella nur eine geringere Erhéhung er- 
kennen 1aBt. Es diirften das eher art- als gruppenspezifische Unterschiede 
sein, da sich z.B. die WeiBfauleerreger nicht einheitlich verhalten. 
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Die Anderung im pq-Wert ist sehr ahnlich wie auf anderen Nahrbéden 
und artspezifisch bedingt. Nur die Braunfauleerreger bewirken wieder 
eine starkere Ansauerung. 

Sehr charakteristisch ist der steile Anstieg der Reduktionswerte, die 
meist innerhalb der ersten 10 Tage ihr Maximum erreichen. Das zeigt 
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Abb.6. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Coniophora cerebella Alb. et Schw. 
(x ——-— x Cellulase, andere Zeichen wie in Abb.1) 


Tabelle 2. Relative Steigerung der Amylase- und Myceltrockensubstanz-Bildung auf 
Amylum als C-Quelle gegeniiber Glucose 


Pilze M-A G-A Sp-A TS 
Sch. commune 27. 7,0 1.6 4,4 
Tr. versicolor 3} 6,6 2.2, 3,0 
Ph. igniarius 3,3 4,2 2,4 7; 
C. velutipes 2,9 1152 6,4 1,8 
F. marginatus 21 | Dee 2,0 leat 
C. cerebella 3,3 8,0 5,1 1,6 
M. lacrymans — — -- — 
Gl. saepiarium Sas 3,6 1,8 2,0 
Tr. viride 2,7 4,0 2,0 2,0 
Ch. globosum | 3,0 4,2 1,6 2,6 
var. affine 
Durchschnitt | 
aller Pilze eek 5,7 2,8 2,2 


M-A: Maximal-Aktivitat; G-A: Gesamt-Aktivitat; Sp-A: Spezifische Aktivitat; 
TS: Trockensubstanz 


den intensiven SubstrataufschluB durch das junge Mycel. Bereits in den 
ersten Tagen, unter Umstiinden schon durch das Impfmaterial wird Amyl- 
ase gebildet. Das heranwachsende Mycel kann dann auf ein reiches 
Nahrstoffangebot zurtickgreifen. Maximaler Reduktionswert ist sicher 
nicht mit maximaler Substratspaltung identisch, da ein gleichzeitiger, 
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zunehmender Verbrauch an reduzierenden Zuckern durch das Mycel vor- 
handen ist. Dadurch ist auch die Diskrepanz zwischen Enzymaktivitat 
und Reduktionswert im KF erklarlich, die bei Ph. igniarius besonders 
auffallig ist. Obwohl dieser Pilz eine ziemlich hohe Amylase-Aktivitat 
aufweist, ist der im Kulturfiltrat gemessene Reduktionswert nur sehr 
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Abb.7. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Merulius lacrymans Wulf. (Zeichenerklérung 
siehe Abb.1) 
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Abb.8. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Gloeophyllum saepiarium Karst. 
(Zeichenerklirung siehe Abb.1) 


gering. Etwas Ahnliches ist auch bei M. lacrymans zu beobachten, wenn- 
gleich dort die Enzymaktivitat geringer ist. Andere Arten mit fast 
gleicher Gesamtaktivitit haben wesentlich hohere Reduktionswerte als 
C. velutipes, Gl. saepiarium oder Tr. viride. Die Ursache hierfiir konnte 
eine unterschiedliche Zusammensetzung des Amylase-Komplexes sein. 
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Wahrscheinlicher ist jedoch die Erklarung durch einen unterschiedlich 
starken Verbrauch an reduzierenden Zuckern, der durchaus nicht in den 
Mycelgewichten zum Ausdruck zu kommen braucht, da die Atmung ver- 
schieden stark ist. Im Hinblick auf die Trockensubstanzbildung sind 
einige Arten zweifellos als ,,undkonomische Atmungstypen“ anzusehen. 
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Abb.9. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Trichoderma viride Pers. et Fr. (Zeichenerklarung 
siehe Abb.1) 
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Abb. 10. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Chaetomium globosum K. var. affine 
(Zeichenerklarung siehe Abb. 1) 


Betrachtet man jedoch die Gesamtstoffwechselleistung, die hier in der 
Enzymbildung zum Teil zu erkennen ist, wird eine solche Charakteri- 
sierung problematisch. 

Bei vielen Arten ist deutlich zu erkennen, da’ mit Erreichen der maxi- 
malen TS noch nicht alle Zucker im Kulturfiltrat verbraucht sind. Es ist 
daher zu fragen, ob die Kohlenhydratquelle begrenzend auf den Zuwachs 
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wirkte. Das ist unter den hier gewahlten Bedingungen sehr wahrschein- 
lich, da die Stickstoffversorgung ziemlich reichlich ist und auch Phos- 
phat in ausreichender Menge gegeben wurde. Kin relativer Mangel an 
diesen Substanzen braucht bei Pilzen noch nicht zu einem Aufhéren des 
Zuwachses zu fiihren, da die Phosphat- und Eiwei8korper aus dem 
alteren Mycel abgezogen und in den Hyphenspitzen fiir neue Synthesen 
verwendet werden kénnen, wobei die Zellwand der alten Hyphen erhalten 
pleibt und mit der TS-Bestimmung erfabt wird. Die Trockensubstanz- 
bestimmung gibt daher bei Pilzen in alteren Kulturen keinen sicheren 
Aufschlu8 iiber die aktive Biomasse. Da bei allen Versuchsvarianten 
nur die C-Quelle variiert wurde, diirfte sie es sein, die die Lange der 
Vegetationsperiode bestimmt. Moglicherweise gibt es eine minimale 
Konzentration an Kohlenhydraten, nach deren Unterschreiten die Syn- 
thesen von den Abbauvorgangen tibertroffen werden. Hier kénnten auch 
artspezifische Unterschiede sich auswirken, woriiber allerdings noch 
nichts bekannt ist. 

Die reduzierenden Zucker nahmen mit sinkendem Trockengewicht 
weiter ab und waren bei Versuchsende fast aufgebraucht. 


Enzymausscheidung 

Amylase. Wie zu erwarten war, scheiden alle Arten reichlich Amylase 
in das Kulturmedium aus. Dabei sind die quantitativen Unterschiede 
bei den einzelnen Arten in allen Aktivitatsformen auffallend gering 
(Tab.1). Hine so gleichmaBige Enzymbildung war weder bei Pectinase 
auf Pectin noch bei Cellulase auf Cellulose zu finden gewesen. Offensicht- 
lich unterscheiden sich die einzelnen Arten in der Fahigkeit zur Amylase- 
Synthese quantitativ sehr wenig. Ob qualitative Unterschiede bestehen, 
miiBte noch gepriift werden. Tab.2 zeigt die relative Steigerung der 
Enzymbildung fiir die einzelnen Pilzarten mit Amylum als C- Quelle 
gegentiber Glucose. Daraus ist ersichtlich, daB die Férderung der Enzym- 
synthese durch das Substrat verhaltnismaBig gering ist. Nur bei wenigen 
Arten ist es mehr als das 5fache, was Karstrom als Charakteristikum 
fiir ein ,,nicht ausgepragt adaptives Enzym‘‘ angibt. Die Férderung der 
Maximal-Aktivitat (M-A) ist wesentlich geringer als die der Gesamt- 
Aktivitat (G-A), was darauf hinweist, da& durch das Substrat weniger 
die Spitzenaktivitaét vergroBert als vielmehr der Enzymspiegel wahrend 
des Wachstums auf einem hoheren Niveau gehalten wird. Bei der Spezi- 
fischen Aktivitat (Sp-A)! senkt die groBere Trockensubstanzbildung auf 
Amylum die Werte. Die Steigerung der Durchschnittswerte aller Pilze 
gegentiber denen auf Glucose (absolute Steigerung) betragt 2,7 (M-A), 
4,9 (G-A) und 2,8 (Sp-A). Daraus ist ersichtlich, daB die Amylase fast 


1 Hinsichtlich der Definition der einzelnen Aktivititsformen vergleiche die 
friiheren Mitteilungen (LyR 1959a, b). 
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als konstitutives Enzym betrachtet werden kann. Die héchsten Aktivi- 
taten hatte auch in dieser Serie C. cerebella, wenngleich der Abstand zu 
den anderen Arten nicht so groB ist wie bei Pectinase auf Pectin. Auch 
die anderen Braunfauleerreger haben beachtliche Aktivititswerte, die — 
mit Ausnahme von F'.. marginatus — besonders in der Sp-A die anderen 
Arten tibertreffen. WeiSfaiuleerreger und Schimmelpilze unterscheiden 
sich hingegen nicht sonderlich. 

Es ist bemerkenswert, da8 Amylase auf allen Nahrbéden ziemlich 
reichlich gebildet wurde und damit neben Xylanase regelmaBig bei allen 
Arten im Kulturfiltrat zu finden war. Das erklirt auch das Auftreten 
wahrend des Abbaus von Buchenholz, wo Ph. igniarius tiber 1600 y/ml 
und C. velutipes tiber 700 y/ml an Maximalaktivitaét aufwiesen (LyR u. 
ZIEGLER 1959). Diese Werte liegen nur wenig tiber den auf Glucose ermit- 
telten, die einen ahnlichen artspezifischen quantitativen Unterschied 
zeigen. 

In der Literatur sind die Angaben hinsichtlich der Amylase-Bildung sehr unter- 
schiedlich. MANDELS u. Rewse fanden bei 7'r. viride ebenso wie wir auf allen Sub- 
straten eine Enzymbildung. Auch Bosk u. SarKaR konnten bei Kultur auf Malz 
bei allen Arten Amylase-Aktivitaét im Kulturfiltrat nachweisen, was durch eigene 
Befunde bestatigt werden kann. JERMYN (1953) fand bei Stachybotrys atra eine 
Amylase-Aktivitét bei Wachstum auf Saccharose, eine stirkere allerdings auf 
Amylum. In anderen Fallen wird von einem adaptiven Enzym gesprochen. Smir- 
now konnte bei Aspergillus oryzae keine Amylase auf Glucose, Saccharose, Xylose, 
Arabinose, Glycerin und Mannit nachweisen. Im Gegensatz dazu fanden SELIBER 
u. GoLovKINA (1957) bei der gleichen Art auch auf Glucose und Saccharose eine 
Enzymbildung. Hierfiir sind wahrscheinlich methodische Unterschiede verant- 
wortlich. 

Nach allen vorliegenden Ergebnissen ist anzunehmen, da das Enzym 
bei Pilzen sehr verbreitet auftritt und seine Bildung nur bedingt als 
adaptiv anzusehen ist. Aus den Abb. 1—10 ist ersichtlich, da das Maxi- 
mum der Aktivitaét bei diesem Substrat vor dem Erreichen des maxi- 
malen Trockengewichtes liegt und bei allen Arten wahrend des gesamten 
Versuchszeitraumes eine Aktivitaét nachweisbar ist. Dadurch wird das 
Enzym kaum einer Beobachtung entgehen, wenn man nicht sehr frith 
oder sehr spat die Auswertung vornimmt. Allerdings ist ein quantitativer 
Vergleich nur auf Grund einer Zeitserie méglich. Einen kontinuierlichen 
Anstieg der Amylase-Aktivitaét mit absinkender TS, wie es MANDELS u. 
REESE (1957) angeben, konnten wir in keinem Fall finden. 

Cellulase. Dieses Enzym wird nur von zwei Arten — IF’. marginatus 
und C. cerebella — auf diesem Nahrboden gebildet. Die Pilze zeigten 
diese Fahigkeit auch auf Pectin, wobei in allen Fallen der erstere der 
aktivere ist. Alle anderen Arten lassen jegliche cellulolytische Aktivitat 
vermissen. Auffallig ist bei F. marginatus das sehr spate Auftreten der 
Enzymaktivitaét, die erst nach Einsetzen autolytischer Prozesse mit 
nennenswerter Aktivitit im KF erscheint. Dadurch bleibt auch die 
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Gesamt-Aktivitat sehr gering, da diese nur bis zum Erreichen der maxi- 
malen TS gemessen wird. Offenbar wird die Cellulase-Bildung bei einigen 
Arten durch autolytische Prozesse gefordert, was besonders in Abwesen- 
heit eines Substrates nachweisbar ist. 

Pectinase. Obwohl die Nahrlosung kein Pectin oder Abbauprodukte 
des Pectins enthielt, die induktionswirksam sein kénnen, hatten alle 
Arten eine Pectinase-Aktivitat, die bei manchen Pilzen wie F. marginatus, 
Gl. saepiarium und. C. cerebella beachtliche Werte erreichte. Diese Pilze 
hatten auch mit Abstand die héchste Gesamt-Aktivitat in der Pectin- 
Serie, wo C. cerebella mit 2625 alle anderen Arten bei weitem ubertraf. 
Hier erreichte sie nur einen Wert von 38, was das Ausma8 der Férderung 
durch das Enzymsubstrat veranschaulicht. Gl. saepiariwm ist auf Amy- 
lum sogar etwas aktiver (67), obwohl es auf Pectin nur eine G-A von 393 
hatte. Ahnlich wie bei der Cellulase zeigt sich auch hier, da die art- 
spezifisch festgelegte Intensitaét der Enzymbildung sowohl mit wie auch 
ohne Enzymsubstrat zur Geltung kommt. Bei der Cellulase lagen die 
Dinge noch etwas extremer, da dort nur die zwei aktivsten Arten ohne 
Cellulose eine Enzymbildung erkennen lieBen, wahrend hier alle Arten eine 
mehr oder weniger groBe Aktivitaét in Abwesenheit des Substrates haben. 

Die Braunfauleerreger heben sich wiederum besonders deutlich heraus 
in der Spezifischen Aktivitat (siehe Tab. 1). Das Maximum der Aktivitat 
liegt meist vor dem Erreichen des maximalen Trockengewichtes. Nur bei 
F. marginatus tritt es erst spaiter auf. Bei C. cerebella ist noch ein sehr 
kraftiger Anstieg im autolytischen Bereich zu beobachten, der auch bei 
Gl. saepiarium angedeutet ist. Wie an anderer Stelle ausgefiihrt, zeigt 
diese Wachstumsphase einige Besonderheiten, die sich auch in der En- 
zymbildung dufern. Leider li8t sich diese autolytische Phase nur schwer 
genauer charakterisieren, da wenig tiber ihre stoffwechselphysiologischen 
Besonderheiten, bekannt ist. 

Xylanase. Dieses Enzym ist bei allen Arten mit betrachtlicher Aktivi- 
tit im KF nachweisbar, obwohl kein hydrolysierbares Substrat vorhan- 
den ist. War bei Pectin als C- Quelle, wo ebenfalls eine hohe Aktivitat auf- 
trat, eine Verunreinigung durch Abbauprodukte des Xylans denkbar, so 
kann, hier diese Méglichkeit ausgeschlossen werden. Merkwitirdigerweise 
wurde auf Amylum im Durchschnitt aller Pilze die héchste M-A und 
Sp-A erhalten, wahrend die héchste G-A auf Pectin gefunden wurde. 
Xylan selbst erwies sich wenig induktionswirksam. Der Kurvenverlauf 
der Xylanase ist bei allen Arten.sehr ahnlich. Mit steigendem Mycel- 
gewicht nimmt auch die Aktivitat zu. Sie erreicht lange vor dem Trok- 
kengewicht ein Maximum, fallt wahrend der Phase der Verlangsamung 
der synthetischen Prozesse wieder ab und ist im autolytischen Bereich 
ziemlich gering. Die Enzymsynthese vollzieht sich offenbar mehr als bei 
anderen Enzymen gleichzeitig mit der Synthese zelleigenen Materials. 
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Auch in der Pectin-Serie hatte die Xylanase das zeitigste Maximum von 
allen Enzymen. Méglicherweise hangt hiermit auch die geringe Induk- 
tionswirkung durch das Substrat zusammen. Quantitativ sind die Unter- 
schiede zwischen den einzelnen Pilzen nicht tibermaBig groB. Hierin 
ahnelt das Enzym etwas der Amylase. Beide haben auch das reichliche 
Auftreten in Abwesenheit des Substrates gemeinsam. In der M-A und 
G-A sind keine charakteristischen Unterschiede zwischen den Pilzen zu 
erkennen. Nur in der Sp-A heben sich die Braunfauleerreger wieder durch 
eine groBere Aktivitét heraus. Aber auch die Schimmelpilze weisen recht 
hohe Werte auf. 
Diskussion 

Die vorliegenden Ergebnisse haben gezeigt, dafs die Amylase-Bildung 
zwar durch die Anwesenheit des Substrates deutlich gefordert wird, je- 
doch nicht in einem Ausma8, da8 man das Enzym als ,,ausgepragt 
adaptiv‘‘ bezeichnen kénnte. Die Unterschiede zwischen den einzelnen 
Arten in quantitativer Hinsicht sind hier auffallig gering. Bei anderen 
Enzymen traten durch den induzierenden Einflu8 des Substrates die 
unterschiedlichen Potenzen der Pilzarten wesentlich starker hervor. Offen- 
bar bedeutet eine besondersstarke Amylase-Aktivitat fiir einen Pilz keinen 
besonderen Vorteil. Sie stellt somit kein positives Selektionsmerkmal dar. 
Die Hydrolyse von Amylum geht auch mit schwacheren Aktivitiaten 
ziemlich rasch vonstatten, so daB eine tibermiaBig schnelle Hydrolyse 
eher einen Verlust an loslichen Zuckern — z.B. durch Auswaschung — 
mit sich bringen kénnte, da die Aufnahmegeschwindigkeit des Mycels 
durch seine Wachstumsrate und Stoffwechselintensitat begrenzt ist und 
nicht beliebig gesteigert werden kann. Das zeigt das reichliche Auftreten 
von reduzierenden Zuckern im KF. AuSerdem kommt es wahrschein- 
lich zu einer kompetitiven Hemmung der Enzyme durch Abbauprodukte. 

Bei dem Abbau von Cellulose und Pectin liegen die Dinge etwas 
anders, da hier mit steigender Aktivitat ein schnellerer Substrataufschlu8 
erreicht wird, der eine bessere Ernahrung der Pilze erméglicht. Hier be- 
grenzt die Geschwindigkeit der Substratspaltung oft die Wachstums- 
geschwindigkeit, was besonders fiir die schwer hydrolysierbare Cellulose 
gutrifft. Dadurch bekommt die Quantitét der Enzymbildung wahr- 
scheinlich einen gewissen positiven Selektionswert, wodurch eine star- 
kere Differenzierung bei den Pilzen eingetreten ist. Bei Cellulose sind 
fast keine und bei Pectin nur geringere Reduktionswerte im KF mefbar, 
was diese Ansicht unterstitzt. 

Die genauere Definition der hier gemessenen ,Amylasen“ steht noch 
aus und kann vielleicht noch interessante artspezifische Unterschiede 
bringen. Auch das auffallend gute Wachstum auf Amylum gegeniiber 
Glucose bedarf noch einer Diskussion, die in der naichsten Mitteilung 
vorgenommen werden soll. 
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Zusammenfassung 


1. Zehn Arten holzzerstérender und holzbewohnender Pilze wurden 
auf einem Nahrboden mit Amylum als C- Quelle kultiviert und die Aus- 
scheidung von Enzymen, die Bildung von Myceltrockensubstanz sowle 
die Verinderungen von py- und Reduktionswert des Kulturmediums 
tiber einen Zeitraum von 31 Tagen verfolgt. 

2. Neben Amylase konnten bei allen Arten Xylanase und Pectinase 
sowie bei einigen Braunfauleerregern (Fomes marginatus und Coniophora 
cerebella) auch Cellulase im KF nachgewiesen werden. 

3. Die quantitativen Unterschiede in der Amylase-Bildung waren 
trotz der sehr verschiedenen Pilzarten auffallend gering. Nur in der 
Spezifischen Aktivitat waren einige Braunfauleerreger den anderen 
Pilzen etwas tberlegen. 

4. Gegeniiber Glucose waren sowohl Myceltrockensubstanzbildung als 
auch Amylase-Bildung deutlich erhéht, jedoch betrug die relative Stei- 
gerung der Gesamt-Aktivitat im Durchschnitt aller Pilze nur das 5,7fache 
und die absolute Steigerung das 4,9fache, so da die Amylase bei den 
untersuchten Pilzarten zu den ,,nicht ausgepragt adaptiven’* Enzymen 
im Sinne Karsrréms zu rechnen ist und bei einigen Pilzarten zu den 
, konstitutiven Enzymen‘ tendiert. 

5. Xylanase trat mit beachtlicher Aktivitat bei allen Arten auf, von 
denen die meisten keinerlei cellulolytische Aktivitat aufwiesen, was die 
Verschiedenheit der beiden Enzyme unterstreicht. In der Maximal- 
sowie Spezifischen Aktivitat erreichte die Xylanase auf Amylum im 
Durchschnitt aller Pilze die héchsten Werte von allen verwendeten 
C- Quellen. 
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Beitrage zur Kenntnis der Wuchsstoffbeziehungen 
im Bereich ectotropher Mycorrhizen I* 


Von 
M. MOSER 


(EHingegangen am 18. Juni 1959) 


Die Wuchsstoffbeziehungen von Mycorrhizapilzen zur Pflanzenwurzel 
einerseits und zur Rhizosphare und ihren Mikroorganismen andererseits, 
erfahren durch verschiedene Forschungsergebnisse der letzten Jahre 
Ergainzungen, die geeignet erscheinen, manche Fragen der Mycorrhiza- 
forschung auch von neuen Gesichtspunkten aus zu beleuchten, soweit 
dies ectotrophe Mycorrhiza betrifft. So erscheint es heute auf Grund der 
Arbeiten von LocHHEAD und seinen Mitarbeitern sowie auf Grund ver- 
schiedener Beobachtungen aus unserem Laboratorium wahrscheinlich, 
das der Mycorrhizapilz seinen Wuchsstoffbedarf vorwiegend aus der 
Rhizosphare und nicht von der hoheren Pflanze deckt. Ferner erwiesen 
sich eine Anzahl von Wirkstoffen als fiir manche Mycorrhizapilze wich- 
tig, die bisher in diesem Zusammenhang nicht beachtet wurden. Dariiber 
soll spater berichtet werden. 

Was unsere Untersuchungen tiber Wuchsstoffe, die vom Mycorrhiza- 
pilz gebildet werden, betrifft, so scheinen uns nunmehr damit Fragen 
des Aktivitatszustandes der Mycorrhizapilze bzw. ihre Eignung als solche 
tberhaupt im Zusammenhang zu stehen. 


A. Die Bildung von Indolverbindungen durch Myeorrhizapilze 


SLANKIS (1948) stellte fest, daB Kulturfiltrate von Suillus variegatus 
auf die Kiefernwurzel einen analog formativen Effekt austiben wie das 
Zusammenwachsen. mit Mycorrhizapilzen, und auch Lrvisonn (1952) 
kam zu abhnlichen Ergebnissen. Suankis (1951) hat ferner gezeigt, daB 
verschiedene Indolverbindungen (IES, IBS, IPS)!, ferner «-Naphthyl- 
essigsdure eine ganz ahnliche Wirkung auslésen, kénnen. SchlieBlich hat 
PaLMER (1954) gezeigt, daB zumindest im untersuchten Falle von Ama- 
nita rubescens und Pinus virginiana die Mycorrhizabildung durch Zu- 
sitze von IES gefordert wird. 

* Herrn Professor Dr. ADOLF SPERLICH zum 80. Geburtstag gewidmet. 


1 TES = f-Indolyl-Essigsiure, IBS = f-Indolylbuttersiure, IPS = /-Indolyl- 
propionsiure, [AN = Indolacetonitril, T = Tryptophan, AS = Anthranilsaure. 
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Dies fiihrte uns zu der Vermutung, da8 aktive Stamme von Mycorrhiza- 
pilzen in der Lage sein miBten, zumindest zeitweise unter gegebenen 
Voraussetzungen Indolstoffe oder auch andere das Wurzelwachstum 
beeinflussende Substanzen zu synthetisieren. Dadurch wiirden sie in die 
Lage versetzt, an der Wurzel deformative Umbildungen zu verursachen, 
die dann erst zur eigentlichen Mycorrhizabildung fiihren wiirden, even- 
tuell dadurch, daB die Pflanze mit einer Konzentration von Kohlenhydra- 
ten oder Wirkstoffen an diesen Stellen reagiert. Inaktive oder schlechte 
Mycorrhizapilz-Stémme miiften also nicht oder nur mangelhaft zu 
solchen Synthesen fahig sein. 

Es lag somit nahe, zundchst die Fahigkeit zahlreicher Mycorrhiza- 
pilze und Staimme einer Art, Indolverbindungen zu bilden, nachzuweisen _ 
und ferner gegebenenfalls die Bedingungen zu erhellen, die ein solches 
Synthesevermégen beeinflussen oder iiberhaupt erst zulassen. Die Unter- 
suchungen sind natiirlich heute noch weit davon entfernt als abge- 
schlossen gelten zu kénnen, doch liegt immerhin schon eine Anzahl von 
Ergebnissen vor, die etwas Licht in die Sache bringen kann. 

Methodik: Die verwendeten Arten wurden, soweit es sich um Mycorrhizapilze 
handelt, von uns selbst isoliert, soweit es sich um Holz- oder Streubewohner und 
saprophytische Feld- und Wiesenpilze handelt, wurden uns diese zum Teil in 
freundlicher Weise von Prof. K. Lonwac, Wien, und Herrn G. GANDERT (damals 
Abt. Angew. Pilzkunde, Markkleeberg) zur Verfiigung gestellt. Ich fiihre in der 


Folge nur die an bestimmte Baumarten gebundenen Arten bzw. Stamme an 
(Nomenklatur nach Moser 1955): 

Pinus cembra: Suillus plorans, 8. placidus, Pawillus involutus Stamm P 1b, und 
Amanita muscaria Stamm Am 1a. 

Pinus silvestris: Suillus variegatus, S. granulatus, Leucopaxillus mirabilis und 
Phlegmacium caesiocanescens. 

Larix europaea; Suillus Greville, S. aeruginascens, S. Bresadolae, S. tridentinus, 
Boletinus cavipes, Lactarius porninsis. 

Picea excelsa: Xerocomus subtomentosus, Boletus edulis, Phlegmacium allutum, 
Phi. aureopulverulentum, Phl. calochrowm, Phl. elegantior, Phl. glaucopus (eventuell 
auch an Kiefer), Phl. orichalcewm. 

Betula: Lactarius torminosus. 

Fagus: Phlegmacium sulphureuwm. 

Die Kulturen wurden zunichst auf Nahrboden B IV oder b (Moser 1958) etwa 
4 Wochen in Reagensréhrchen gezogen und dann entweder auf einem vollig trypto- 
phanfreien fliissigen Medium (mit pi-Alanin und L-Asparaginsiure als N- Quelle) 
oder auch in dest. Wasser in Zwischenkultur genommen. Danach, manchmal auch 
unter Umgehung der Zwischenkultur, wurden sie auf einem Nahrmedium folgender 
Zusammensetzung kultiviert: 


KH,PO, 0,5 ¢g MnsoO, 5,0 ml (Lsg. 1°/)) 
MgSO, 0,5¢ Maltose 20¢ 

ZnSO, 0,5 ml (Lsg. 1:500) Glucose 10¢ 

FeSO, 1,0 ml (Lsg. 1°/o) Tnosit 40mg 


CaCl, 5,0 ml (Lsg. 0,1 m) Aq. dest. 1,000 ml 


Die N-Quelle wurde je nach Versuch variiert. In den Grundversuchen kam 
pu-Tryptophan in einer Menge von 2,0415 g/L. zur Anwendung. Die verwendeten 
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100 ml Erlenmeyerkolben wurden mit je 20 ml Nahrlésung beschickt und Kulturen 
sowie Leerkontrollen bei vélliger Dunkelheit bei 18—20°C im Brutschrank gehalten. 

Die Abstaénde der Probeentnahmen wurden je nach Zweck gewahlt, tiaglich, 
wochentlich oder auch in gréBeren Abstanden. Die Fraktionierung der Nahrlésung 
erfolgte mit Ather, tertiarem Amylalkohol oder Essigester. Benzol und Chloroform 
ergaben nur schlechte oder unvollstindige Ausbeuten. Resultate, die mit Ather- 
behandlung gewonnen worden waren, wurden nur soweit beriicksichtigt, als mit 
Sicherheit keine auf den Ather zuriickzufiihrende Zerlegung von Substanzen be- 
obachtet werden konnte. Wegen der relativen Kompliziertheit der Herstellung 
peroxydfreien Athers und auch noch etwas besserer Ausbeuten sind wir heute fast 
ganz auf die Verwendung von Essigester tibergegangen, und verwenden Amyl- 
alkohol oder Ather nur in Sonderfallen. Die Wasserphase ist im allgemeinen von 
geringerer Bedeutung und wird nur fallweise untersucht, vor allem zur Uberpriifung 
des Tryptophanabbaues. Als Lésungsmittel bei der Chromatographie wurde nach 
Sen u. Leopoip (1954) Isopropanol: Ammoniak: Wasser (IAW) im Verhaltnis 
10:1:1, seltener 8:1: 1 (wo angegeben) verwendet. Eine Reihe anderer Losungsmittel, 
die auch versucht wurde, hat sich jedoch nicht so gut bewahrt. Die Chromato- 
gramme wurden auf Schl. & Sch. Papier 2043b ausgefiihrt, meist als aufsteigende 
Streifenchromatogramme mit basal zugespitzten Streifen (nach Marrutas 1954). 

Als Farbemittel bewahrte sich bestens Dimethyl-p-aminobenzaldehyd (1°/, in 
1n HCl) (DAB), ferner wurde manchmal Zimtaldehyd (5 cm? in 95 cm? Athanol 
+ 5 cm® konz. HCl) und 0,25°/, Vanillin in konz. HCl herangezogen. 


1. Nachweis der Bildung von Indolverbindungen durch 
Mycorrhizapilze aus Tryptophan 


Der erste Versuch in dieser Richtung wurde mit Suillus plorans (Roll.) 
Sing. Stamm S 4a durchgefiihrt, wobei die Versuchsdurchfiihrung hier 
noch etwas anders war als bei den spateren Reihen. Es wurden die vor- 
hin angefiihrte Nahrlosung mit Tryptophan (A) und parallel eine Nahr- 
lésung mit zusatzlich 890,97 mg Alanin/L (B) verwendet. Aus der mit 
S. plorans beimpften Nahrlésung wurde mit Deniges Reagens nach der 
Methode von Irton u. Fiscunicu (1952) eine Ausfallung vorgenommen 
und der Niederschlag entsprechend dieser Methode weiter behandelt. 
Als Lésungsmittel wurde Butanol:Athanol: Wasser (4:1:1) angewendet 
als Reagens DAB. Indol und IES wurden als Testsubstanzen heran- 
gezogen. Die erste Probe erfolgte nach 5 Tagen. Auf dem Streifen aus 
Nahrl6sung A wurden dem Indol und der IES véollig entsprechende 
Zonen erhalten. AuBerdem ergab sich ein blauvioletter Fleck mit 
Rr- Wert um etwa 0,53, der bei dieser Methode dem Tryptophan entspricht. 
In der Parallelreihe mit Nahrlésung B erhielten wir dieselben Zonen, 
jedoch den Indol- und den IES-Fleck viel schwacher, den Tryptophan- 
fleck ganz wesentlich staérker. Dies deutet bereits darauf hin, daB der 
Tryptophanabbau durch die Anwesenheit leichter abbaubarer N-Ver- 
bindungen oder zumindest Aminosauren abgeschwacht und verzogert wird. 

Bei der dritten Probe, 18 Tage nach Versuchsbeginn, hat sich das Ver- 
haltnis umgekehrt, was die nachweisbare Menge von Indol und IES 
betrifft. Bei Probe A tritt nach 24 Tagen eine rosa gefarbte Zone mit 
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R; 0,63—0,64 auf, bei Lésung B konnte nach 46 Tagen eine weitere 
ziemlich starke Zone bei Rr 0,43—0,46 mit violettlicher Farbe nach- 
gewiesen werden. In einer weiteren Parallelreihe, bei der [AW 10:1:1 als 
Loésungsmittel diente, war eine weitere Zone mit Ry 0,64 und dunkel 
blauvioletter Farbe schwach sichtbar, die spdter als IBS identifiziert 
werden konnte. 

Zunachst interessierte uns auch noch die Frage, welche Rolle hierbei 
der p- bzw. t-Form des Tryptophans zukommt, d.h. ob sie beide gleich- 
maBig oder die L-Form vorzugsweise oder ausschlieBlich angegriffen 
wird. Verwendet wurden wie vorhin die Nahrlésungen A und B sowie 
die Leerkontrolle. Als Lésungsmittel wurde Butanol: Essigsaure : Wasser 
(5:1:4), als Farbreagens Folinreagens (100 mg Natrium-f-naphthochi- 
nonsulfonicum im 6 cm? Aq. dest.) verwendet, im tibrigen nach TRIon 
u. FiscunicH vorgegangen. Dabei ergab sich bei der 1. Probe nach 
6 Tagen ein Ry von 0,51 fiir das Tryptophan im Kontrollstreifen, an der- 
selben Stelle ein deutlicher Fleck bei Losung A und ein wesentlich star- 
kerer als bei A bei Lésung B. Auf weiteren Parallelproben wurden die 
entsprechenden Zonen mit p-Aminosiureoxydase bespriiht und nach 
Eintrocknung ebenfalls mit Folinreagens gefarbt. Dabei ergab sich bei 
Lésung A nur noch eine schwache Zone, wahrend sie bei Lésung B noch 
ziemlich stark war. Dies zeigt uns, daB bei Verwendung von DL-Trypto- 
phan als einziger N- Quelle die L-Form nach 6 Tagen schon weitgehend 
verbraucht ist (bei diesem Pilzstamm!) und nur die D-Form zurtick- 
bleibt. Ist jedoch eine andere, leichter abbaubare Aminosaure vorhanden, 
so wird erst diese in starkerem Mae angegriffen und auch das L-Trypto- 
phan bleibt langer erhalten. 

Auch bei den folgenden drei Proben ergaben sich ahnliche Verhalt- 
nisse. Aber erst bei der 5. Probe (nach 46 Tagen) war das L-Tryptophan 
aus der Lésung A vollig verschwunden (und nach Anwendung der 
p-Aminosiureoxydase kein Tryptophan mehr nachweisbar). Bei Lé- 
sung B hingegen war auch zu diesem Zeitpunkt noch relativ reichlich 
L-Tryptophan nachweisbar. 

Bei Lésung A schien in der Folge auch der Fleck des D-‘Tryptophan 
etwas schwacher zu werden, so da vielleicht die Méglichkeit besteht, 
daB nach Abbau der t-Form auch die p-Form angegriffen wird. Doch 
konnte aus Zeitmangel bisher diese an sich leicht zu klarende Frage nicht 
weiter verfolgt werden. 


2. Einflup anderer N-Verbindungen auf die Bildung von 
Indolstoffen aus Tryptophan 
Ebenso wie die im vorigen Abschnitt erwahnte Hemmung durch Zu- 
satz von Alanin, ergibt sich eine solche durch andere Aminosauren. Vor 
allem erweisen sich solche als starker Verzogerungsfaktor fiir die Bildung 
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von Indolverbindungen, die von Mycorrhizapilzen leicht abgebaut werden 
und gutes Wachstum in Reinkulturen bewirken, z.B. Asparagin und 
Asparaginsadure, Glycokoll und Glutaminsaure. Je starker deren Anteil 
ist, desto langsamer erfolgt die Synthese von Indolverbindungen. Auch 
anorganische Verbindungen, besonders Ammoniumsalze, haben eine 
ahnliche Wirkung, doch wurden sie bisher erst stichprobenweise getestet. 

Da uns die Fragen im Zusammenhang mit unserer Problemstellung 
von ganz wesentlicher Bedeutung erscheinen, sind exakte umfangreichere 
Arbeiten, in dieser Richtung in unserem Institut geplant, und es soll zur 
gegebenen Zeit tiber diese Frage gesondert berichtet werden. 


3. Ist die Bildung von Indolverbindungen durch 
Mycorrhizapilze an die lebende Zelle gebunden? 


Da bei den Versuchen aus bestimmten Griinden eine sehr hohe Trypto- 
phankonzentration gewahlt wurde, auf der verschiedene Arten oder 
Stamme nur relativ schlecht wachsen, ergibt sich auSerdem in der Nahr- 
lésung bald eine gewisse Anreicherung hemmender Stoffe, wie etwa des 
Indols selbst, obwohl diese nie tiber eine gewisse Grenze anzusteigen 
scheint. Es erfolgt entsprechend eine + starke Hemmung des Wachs- 
tums verschiedener Kulturen. Es sollte daher gepriift werden, wie sich 
die Wachstumsaktivitat der Mycelien auf ihr Synthesevermégen aus- 
wirkt, bzw. ob die Anwesenheit lebender Zellen iiberhaupt erforderlich 
ist. Zu diesem Zweck wurden die Kulturen von 4 Phlegmaciwm-Arten 
(Phl. allutum Secr., elegantior Fr., glaucopus Fr., orichalceum Fr.) vor 
der Impfung in die Tryptophannahrlosung 1/, Std der Wirkung von 
je 1 cm Toluol ausgesetzt. Derart behandelte Mycelien zeigten keinerlei 
Wachstum mehr. Dennoch wurden aber in der Folge dieselben Verbin- 
dungen gebildet wie bei der Anwesenheit lebender Zellen, unter anderem 
je nach Art IES, IPS und IBS neben verschiedenen anderen Indol- 
k6érpern. 

Dies besagt, daB die hierbei wirksamen Fermente nicht adaptiv sein 
k6énnen, da die Pilze fiir den Versuch zuvor auf vollig tryptophanfreiem 
Medium (in dem bei Flissigkeitskulturen niemals auch nur Spuren von 
Indolverbindungen nachweisbar waren) gezogen worden waren. 

Kinen Schritt weiter gehend wurde gepriift, ob die Anwesenheit der 
Zellen tiberhaupt erforderlich sei. Es wurden tryptophanfreie Nahr- 
lésungen, in denen Suillus plorans 14 Tage lang kultiviert worden war, 
durch ein Schott-Filter 15aG5M mycelfrei filtriert und die keimfreie 
Nahrlésung einer Nahrlésung A (mit Tryptophan) zugesetzt. AuBer in 
einem einzigen Fall, in dem wir auBer der Tryptophanzone noch drei 
schwache Flecke mit Ry 0,97 (violettrosa), 0,33 (gelb) und 0,24 (violett- 
rosa) feststellen konnten, verliefen bisher alle Versuche dieser Art nega- 
tiv. Dies steht etwas im Widerspruch zu den Ergebnissen von SLANKIS 
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(1948) und LevisoHn (1952), wo sich derartige Nahrlésungen als aktiv in 
bezug auf die Wurzel erwiesen. Freilich war zumindest bei den Versuchen 
von LxvisoHn nicht die absolute Gewahr volliger Keim- bzw. Mycel- 
freiheit gegeben. Unter Umstanden kénnten sich die Ergebnisse bei lan- 
gerer Dauer der Vorkultur verandern. Dies muB aber erst gepriift werden. 


4. HinfluB des Altersder Kultur auf die Bildung von bestimmten 
Indolverbindungen 

Die Dauer der Kultur hat sich bei den meisten Arten als von EinfluB 
auf die Menge und haufig auch auf die Art der gebildeten Substanzen 
erwiesen. Schwankungen treten bei langerer Dauer auf, die keinesfalls 
als Wirkung einer Zersetzung betrachtet werden kénnen, da sie in den 
Leerkontrollen nicht zu beobachten waren. In einigen Fallen freilich 
werden durch die Wirkung des Pilzes Verbindungen gebildet, die dann 
in der Folge leicht zerfallen, und die dann die Bildung anderer Verbin- 
dungen vortauschen kénnen. 


Tabelle1. Bildung von Indolderivaten bei Stamm 8b von Phlegmacium elegantior 
a 


Re Farbe mit DAB Substanz 1 Woche nach 2 Wi 3 W 6 W 
a ae SE a ee ee 
0,96 violettrosa Indol = = = = 
0,93 gelb = = as a 
0,87 violettrosa Indol-Aldehyd + a — — 
0,71 violettrosa = = sk 
0,64 violettrosa IBS = (4) ? aL 
0,58 gelb AS-Derivat + = = = 
0,57 rosaviolett IPS = ai = 
0,41 violett IES = = ote 4. 
0,39 hellblau =e ie ae +. 
0,36 gelb AS =e abs = = 
0,29 hellblau sil ? ? iy 
0,25 violettrosa = ae =e ats 
0,21 violettrosa a aE a. pe 


Bei manchen Stémmen von Suillus plorans, Boletus edulis, Lactarius 
porninsis und anderen tritt z.B. IES zunachst auf, und nach einem ge- 
wissen Maximum verschwindet die Substanz allmahlich wieder und ist 
nach Wochen oder Monaten nicht mehr nachweisbar. Anihrer Stellenehmen 
jedoch IBS und (oder) IPS zu. Diese Substanzen treten, entweder neu 
auf oder das Mengenverhaltnis verschiebt sich zugunsten der letzteren. 
Hin Beispiel fiir das Auftreten, verschiedener Zonen, von Indolderivaten 
sei in Tab.1 fiir den Stamm 8b von Phlegmacium elegantior gegeben 
(vgl. auch Tab. 2). 

Es gibt Arten und Stimme, die bestimmte Substanzen sehr friih, 
andere, die dieselben erst nach wesentlich langerer Kulturdauer bilden. 
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Die Schwankungen sind an sich sehr groB und es lat sich keinerlei 
Einheitlichkeit in dieser Hinsicht feststellen, auch nicht bestimmte 
Gruppen. 


d. Vergleich verschiedener Stimme einer Art 


Die Frage nach der physiologischen und biochemischen Stamm- 
differenzierung gewinnt nunmehr auch in der Mycorrhizaforschung an 
Bedeutung, wenn man die Lésung der Frage guter und schlechter, bzw. 
aktiver und inaktiver Mycorrhizapilzstimme in dieser Richtung sucht. 
Erst ganz kirzlich berichtete LuvisoHn (1959) iiber das verschiedene 
Verhalten von 7 Stémmen von Leccinum scabrum 8.F. Gray (= Boletus 
scaber) gegeniiber verschiedenen physiologischen und biochemischen 
Tests. Auch aus unseren Arbeiten ergab sich bereits seit langem, daB 
verschiedene Stémme einer Art sich in bezug auf Wachstumsaktivitat, 
Aminosaureabbau, Gelatineverfliissigung unter anderem sehr unter- 
schiedlich verhalten kénnen. 

Untersuchungen mit drei Stémmen von SV. Grevillei und 12 Stammen 
von S. plorans im Hinblick auf Indolstoffbildung ergaben auch hier ganz 
enorme Unterschiede. 

Im Falle von S. Greville (gepriifte Stamme S 8a, 8b, 8c) ergaben sich 
zwischen den Stammen S 8a und 8c nur quantitative Unterschiede. Der 
Stamm 8a bildete alle Substanzen, die auch bei 8c nachweisbar waren, 
jedoch in nur wesentlich schwacherem Ausma8. Hingegen ergab Stamm 8b 
auch qualitative Unterschiede. Die Bildung von Indolstoffen setzte 
an, sich spater ein und ihre Zahl war wesentlich geringer, bei 8c 10, bei 
8b nur 5. Von diesen waren 4 Substanzen beiden Stémmen gemeinsam. 
In Tab. 2 fasse ich die Ergebnisse fiir 6 von den 12 untersuchten Stéammen 
von S. plorans zusammen. 

Irgendeine Beziehung zwischen Wachstumsaktivitat und der Fahigkeit 
Indolstoffe zu bilden, ergab sich nicht. Denn wenn man die 12 Stamme 
in dieser Hinsicht untersucht, verteilen sie sich auf alle modglichen 
Kombinationen: 1. Relativ schwaches Wachstum und schwache Indol- 
stoffbildung: Stamm S 4]. Der Stamm bildet wenige Indolverbindungen 
und diese fast alle nur in Spuren. 2. Relativ schwaches Wachstum und 
verzogerte Indolstoffbildung: Stamm S 4e, 8 4b. Die Bildung von Indol- 
verbindungen tritt erst nach mehreren Wochen ein, dann aber meist in 
einem annahernd normalen Ma8stab. — 3. Relativ schwaches Wachs- 
tum und starke Indolstoffbildung: Stamm S 4d, S 4f, S 4g, S 47. Die 
Bildung von Indolverbindungen ist annihernd normal und setzt bereits 
in der ersten oder zweiten Woche ein. — 4. Starkes Wachstum und 
schwache Indolstoffbildung: Stamm S 4m. Es werden nur wenige Indol- 
stoffe und diese meist nur in Spuren gebildet. Andererseits ist dieser 
Stamm der am aktivsten wachsende. — 5. Starkes Wachstum mit 
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Tabelle 2. Bildwng von Indolderivaten bei je 6 Stimmen von Suillus plorans 


a. @ 2s tS ae Mh 
eet Som ce ae a) eae i ee ee ee SS Ly. 
a +3 | 3 % e+ sia cei +] +. + “di ae a oi Mae ee soll te ee ag 
Ee oh ae ++etet] +++ tet] $HEHEEH+H] +H teHe] ++ tee? ++tets+ 
+ + + 
960 | QJOTOIAVSOI | 7 3 (et a Ml ale = ae ie as a | (a a eg ue eae ie i ac 
46‘0 | neTqreyuNp le ee al fe 4 tease | an YL ie ale st ie tee at) Te = Maes a | st ce ie lh ey | 
z6‘0| -4erora Boe a el et ;te pe e tefees '; | Sac Se oa ee 
$80 949[01A |PLV-1 Vie A Prt ie gy | aie i lee] G1 sl (shee Oh a CR Tg I ve 
o8‘0 qos (ety a er lee fd ist 3 (ee th 1 Pes 
99°0| esoryjoqora | gat bitadl tit + = rt an; pete a 2a eee 
9¢°0 499[01A | SaT | ae ee + Ee ite Yap. | | mls) (eel ane aU ae ce AES eee | 
eF0 RSO. + et | ++ 2S ee i | e+ Sy ee Pe Se ee eee 
6s'0|  -dyorora | sat ner ai poe fe x ects + eter + ele e245 | weet + ee et 
920 | wsor949[01A at ae tel | | ih es (pie ean we ay Oe 
0z‘0 ares Omineene | St) Ser py ue minis tl) Sh a ee Bie ie, tint 
#r‘0 qos pee We) aah owt hal Ve! Pee rok eee Pee 
= ps = ae 
F1‘0 NYTqITEU eeete items I | | | oF Laer | | = a ut le Pe Nie, eine 
5 F 2 SES = : 
. Sy) ‘=e o -— SS) tom SS > VUpete™ & © ‘coh 
2 eee gel g sue oS e| srs Sib e She s| soe s| sor S 
fa 8 d< B mM 
eA =I a 
eee aYOOM T uspOOM & UsTIOM usyooM L Uso M 6 usyOM ZT 
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verzogerter Indolstoffbildung : Stamm S 4k. Bildung von Indolstoffen erst 
nach mehreren Wochen, dann aber ungefaéhr normal. — 6. Starkes 
Wachstum und starke Indolstoffbildung: Stamm S 4a, S 4c und S 4h. 

Diese Erscheinung kénnte von gréBerem Interesse sein, wenn es sich 
als richtig herausstellen sollte, daB vom Pilz gebildete Indolstoffe das 
Zustandekommen einer Mycorrhizabildung oder deren Ausma8 oder 
vielleicht auch den Typus beeinflussen. Denn dann wiirde dies die Er- 
scheinung erklaren, da8 nicht alle Pilzpartner eines Baumes gleich gute 
Pilzsymbionten sind bzw. da8 auch von mehreren Stémmen einer Art 
der eine starke Mycorrhizainfektion bewirken kann und der andere nur 
eine schwache oder unter Umstanden tiberhaupt keine. Vielleicht wiirde 
damit auch der ,,inaktive‘‘ Zustand von Mycorrhizapilzen im Boden 
seine Erklarung finden. GroBere Versuchsreihen unter Verwendung von 
Stémmen mit extrem verschiedenem Verhalten in dieser Hinsicht sind 
derzeit angelegt worden, doch wird ihre Auswertung noch einige Jahre 
in Anspruch nehmen. 


6. Versuche zur Identifizierung gebildeter Substanzen 


Da die urspriingliche Absicht unserer Arbeiten nur darauf abzielte, 
den Nachweis fiir die Bildung von Indolverbindungen, besonders IES, 
durch Mycorrhizabildner zu erbringen, konnte es bei der groBen Zahl 
von Indolverbindungen, die auftauchten, zunachst nicht unsere Aufgabe 
sein, diese alle zu identifizieren. Wir versuchten daher zunachst lediglich, 
einige der wichtigeren Substanzen mit bekanntem Wuchsstoffcharakter 
oder Substanzen, die sehr haufig und stark gebildet werden, aufzusuchen 
und zu tiberpriifen. 

In erster Linie interessierte uns nattrlich, ob die vermutete IES auch 
tatsichlich von Mycorrhizapilzen gebildet wiirde. Auf Grund der 
erhaltenen Ry-Werte und der Farbreaktionen mit DAB und Zimtaldehyd 
und anderen konnte dies fiir einige Pilzarten bzw. -stamme angenommen 
und schlieBlich auch durch mitgelaufene Testsubstanzen bestatigt 
werden, wahrend sich bei der gréBeren Zahl der untersuchten Arten 
auch Spuren nicht nachweisen lieBen. 

IES-Bildung konnte bisher erwiesen werden fiir: Suillus placidus 
(Stamm S3a), S.plorans (Stamm S 4a, b, d, e, h, k,l, und in Spuren beim) 
S. tridentinus (S 10a), S.Grevillei (S 8b), Boletinus cavipes (Bc), Xero- 
comus subtomentosus (X 1a), Lactarius porninsis (Lala), Phlegmacium 
elegantior (Phi 8b), Phl. calochroum (Phi 15a), Phl. aureopulverulentum 
(Phi 16a), Phl. sulphureum (Phl 19a). Bei einigen Nicht-Mycorrhiza- 
bildnern wurde ebenfalls eine Substanz nachgewiesen, die wahrschein- 
lich IES entspricht, doch wurden die Ergebnisse noch nicht durch weitere 
Versuche gesichert: Agaricus campestris (Ag 4a), Macrolepiota procera 


(M1 2a), Oudemansiella radicata (Ou La), Pholiota flavida (Pho 3a). 
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Wenn sich bei zahlreichen anderen Arten, sowohl Mycorrhizabildnern 
als auch Arten anderer dkologischer Gruppen, IES-Bildung nicht nach- 
weisen lie8, so ist dabei bemerkenswert, dal sich Arten derselben Gattung 
(z.B. Phlegmacium, Suillus) in dieser Hinsicht verschieden verhalten, wie 
dies dariiber hinaus sogar fiir Stamme einer Art auch zutrifft. 

IES-Bildung (ebenso wie auch die Bildung anderer Substanzen) trat 
dabei keineswegs nach gleich langer Kulturdauer auf, sondern ist bei 
manchen Arten schon nach wenigen Tagen, bei anderen erst nach Wochen 
und selbst Monaten nachweisbar. 

IPS konnte bei Phlegmacium caesiocanescens (Phi 4a), varium (Phi 5b), 
Phi. elegantior (Phi 8b), orichalceum (Phi 9a) und Phl. aureopuveru- 
lentum (Phl 16a) nachgewiesen werden, ferner wieder bei einigen 
Arten anderer okologischer Gruppen nicht mit absoluter Sicherheit: 
Fomes officinalis (Fo 1a) und Sparassis crispa (Sp 1a). 

IBS ergab sich immer nur ziemlich schwach und zwar bei Phlegma- 
cium elegantior (Phl 8b), Suillus grevillet (S 8b), etwas starker bei 
einigen S. plorans-Stémmen (vgl. Tab. 2) und unsicher bei Panus tigrinus 
(Pn 1a) (Holzbewohner). 

Indolacetonitril haben wir in einigen Fallen vermutet, doch hat sich 
dies nicht als richtig herausgestellt; einige weitere Falle bediirfen einer 
nochmaligen Uberpriifung. 

Uber einige interessante Indolkérper, die von einzelnen Arten gebildet 
werden, beabsichtigen wir spater zu berichten. 

Bei sehr vielen untersuchten Arten ist die Abspaltung von Indol fest- 
zustellen, ferner scheinen zumindest haufig auch Indoxyl und andere 
nahestehende Stoffe aufzutreten (deren Trennung kaum durchfihrbar 
ist), doch ist letzteres nicht sicher eine Wirkung der Pilze. 

Interessant ist bei einer Anzahl von Arten das Auftreten von Anthranil- 
saiure sowie einem Anthranilsiurederivat mit einem Ry-Wert der zwischen 
0,51—0,59 schwankte. Beide Substanzen treten auch in bloBen Anthranil- 
siiurelosungen auf, wenn diese einige Zeit stehen, und decken sich sehr 
gut im Chromatogramm mit den entspechenden Zonen aus Pilznahr- 
lésungen, bei denen Tryptophan als Ausgangsstoff diente. Da die Sub- 
stanzen jedoch nur bei einzelnen Pilzarten auftreten, diirften sie kaum 
als nicht pilzinduziert betrachtet werden. Es besteht aber immerhin noch 
die Méglichkeit, daB von den entsprechenden Pilzen Zwischenprodukte, 
etwa Gramin, Indol, Isatin und andere (vgl. HoraK?) gebildet werden, die 
dann einem leichten Zerfall unterliegen konnten. Gramin und Isatin 
habe ich bisher noch nicht in Kulturfliissigkeiten nachweisen konnen. 
Dagegen, daB die Substanzen aus dem Zerfall von Indol stammen, 
spricht eigentlich, da® Indol auch bei vielen Arten aufscheint, bei denen 


1 Noch unver6ffentlicht. 


Wuchsstoffbeziehungen im Bereich ectotropher Mycorrhizen. I 261 


weder Anthranilsaure noch deren Abkémmling mit Ry; 0,51 nachweisbar 
sind, und die unter véllig gleichen Kulturbedingungen gehalten wurden. 
Kaper u. VELDSTRA (1958) erhalten aus dem Zerfall von Tryptophan 
und anderen Indolderivaten vier gelbe Zonen, die sie nicht fiir AS bzw. 
Derivate davon halten. Wir dachten zuerst an eine mogliche Identitat 
mit unseren Zonen, doch spricht auch wieder vieles dagegen. Weitere 
Untersuchungen in dieser Richtung sind noch erforderlich. 

Anthranilsaéure (und meist auch gleichzeitig deren Derivat) wurde bei 
7 von 9 untersuchten Agaricus-Arten, bei Boletus edulis (Bl 1a), Clito- 
pilus Passekerianus, Fomes officinalis, F.annosus, Hohenbuehelia atro- 
coerulea, Kuehneromyces mutabilis, Lactarius porninsis und torminosus, 
Lepisia nuda (Lp 1a, 1b), Leucopaxillus mirabilis, Lenzites abietina, 
Phlegmacium glaucopus, allutum, caesiocanescens, varium, purpurascens, 
orichalceum, infractum, Phellinus robustus, Pholiota aurivella, Pleurotus 
dryinus, Panus tigrinus, Polyporus frondosus, Sparassis crispa und Vol- 
variella bombycina in mehr oder weniger starken Mengen nachgewiesen. 
Auch ein Stamm von Suillus placidus (S 3a) ergab neben IES ziemlich 
betrachtliche Mengen von Anthranilsiure und dem Derivat, wahrend 
wir keine der beiden Substanzen bisher bei den 12 Stémmen des nahe 
verwandten S. plorans entdecken konnten. 


7. Vergleich zwischen Mycorrhizabildnern und Pilzen anderer 
6kologischer Gruppen 

Da gerade Mycorrhizapilze an Wurzeln dieselben formativen Wirkun- 
gen verursachen wie verschiedene Indolverbindungen (SLaNKis 1948, 
1951), konnte die Moéglichkeit bestehen, daB die Fahigkeit der Indol- 
stoffbildung eine spezifische Eigenschaft der Mycorrhizapilze ware. Es 
wurden aus diesem Grunde eine Anzahl Nicht-Mycorrhizabildner in die 
Untersuchungen mit einbezogen, die méglichst verschiedenen dkologi- 
schen Gruppen angehoren. 

So wurden z.B. ausgesprochene Streuabbauer (mit stark cellulolyti- 
schem Vermégen), Holzbewohner und reine Saprophyten herangezogen. 
Es ergab sich daraus, da auch diese Tryptophan in andere Indolstoffe 
umbauen. Jedoch sind die bekannteren Wuchsstoffe wie IES, IPS und 
IBS wesentlich seltener vertreten. So konnte IES nur bei 4 von 33 unter- 
suchten Arten nachgewiesen werden (noch mit gewisser Unsicherheit), 
gegentiber 11 von 23 Mycorrhizapilzen. IPS tritt bei 5 Mycorrhizapilzen 
und nur 2 Arten aus den anderen Gruppen auf, IBS bei drei Mycorrhiza- 
pilzen und einem Holzbewohner. 

Die Bildung von Anthranilsiure und deren Derivat mit Ry 0,51 kann 
bei 13 von 23 beobachteten Mycorrhizapilzen festgestellt werden, wah- 
rend sie bei 21 von 33 nicht Mycorrhiza-bildenden Arten auftritt. Das 
Verhalten beider Gruppen diirfte also in dieser Hinsicht ein annahernd. 
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gleiches sein, wenn man die Untersuchungen, auf noch breitere statistisch 
auswertbare Basis stellen wiirde. 

Ahnlich verhalt es sich mit einer Reihe weiterer Substanzen, die noch 
nicht identifiziert sind. Sie verteilen sich auf alle Gruppen ziemlich 
gleichmaBig. Dem gegeniiber sind vereinzelt Substanzen zu beobachten, 
die ziemlich spezifisch auftreten. 

Es scheint nun nach den bisherigen Untersuchungen so zu sein, daB 
auf der Basis der gebildeten Indolstoffe keine Trennung von Mycorrhiza- 
pildnern und Pilzen anderer dkologischer Gruppen moglich ist. Die 
Fahigkeit zur Synthese wirksamer Indolwuchsstoffe scheint keine spe- 
zifische Eigenschaft von Mycorrhizapilzen zu sein, jedoch ist sie an- 
scheinend bei diesen doch wesentlich weiter verbreitet und starker 
ausgeprigt. Demgegeniiber werden verschiedene andere Indolderivate 
bei allen Gruppen ziemlich gleichmaBig gebildet. 


8. Vergleich verschiedener Arten einer Gattung 


Da von manchen Gattungen eine ganze Reihe von Arten untersucht 
wurde, lag ein Vergleich der Verhaltnisse nach systematischen Gesichts- 
punkten nahe. Hierbei ergeben, sich wohl in bezug auf manche Substan- 
zen gewisse Gleichférmigkeiten, die sich zwar meist nie auf die ganze 
Gattung, aber doch wohl auf einen sehr groBen Teil erstrecken. 

Von 10 untersuchten Phlegmaciwm-Arten bilden 8 eine Substanz 
(Ry 0,28—0,34), die sich mit DAB hell blau bis blaugriin farbt, eine 
Substanz, die sonst nur noch bei Plewrotus dryinus, Macrolepiota procera, 
Fomes annosus, F. marginatus, H ohenbuehelia atrocoerulea, Agaricus 
campestris, Agrocybe praecox und Volvariella bombycina beobachtet wurde 
und bei der es sich méglicherweise um 5-Oxy-IES handelt. 7 der 10 Arten 
bilden Anthranilsiure und 6 das erwahnte Derivat derselben (mit DAB 
orangerot bzw. hellgelb), und jeweils 7 Arten bilden eine violette Zone 
bei Ry 0,92—0,95 und eine gelbe bei 0,94—0,98. Hingegen herrscht bei 
der Bildung von IES, IPS und IBS, ebenso in bezug auf einige andere 
Substanzen, die alle nur bei einer oder 2 Arten auftreten, keine Ein- 
heitlichkeit. 

Die 5 Suillus-Arten (ohne Riicksicht auf verschiedene Stamme) zeigen 
im Hinblick auf I[ES-Bildung eine gewisse Ahnlichkeit, weichen aber 
sonst wieder ziemlich stark von, einander ab. 

VerhaltnismaBig einheitlich zeigen sich die 9 untersuchten Agaricus- 
Arten, von denen 8 Anthranilsiure und 7 deren Derivat bei Ry 0,51 
(— 0,60) bilden, von denen alle die violette Zone bei 0,92—0,95 und die 
gelbe bei 0,94—0,98 bilden. Lediglich Ag. campester weicht durch die 
Bildung der blauen Zone (5-Oxy-IES?) bei 0,32 und IPS ab, wahrend 
Anthranilsiure nicht nachweisbar ist. Bei Ag. bitorquis tritt eine starke 
mit DAB blaugriine Zone bei Ry 0,81 auf, die vereinzelt auch bei anderen 
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Pilzen vorkommt, die jedoch alle systematisch vollig verschiedenen Ein- 
heiten angehéren (Hohenbuehelia atrocoerulea, Phlegmacium varium, 
Pleurotus dryinus, Panus tigrinus). 

Von den tbrigen Boletaceae gleicht Boletinus cavipes (B 1a) am 
ehesten einigen Swillus-Arten, etwa manchen Stammen von 8. plorans 
und S. tridentinus (IES und IBS-Bildung), ferner scheint bei den ge- 
nannten Arten oft auch eine Substanz bei Ry 0,74—0,82 auf, die sich mit 
DAB satt violett bis violettblau farbt und anscheinend Wuchsstoff- 
‘charakter besitzt; sie ist bei Bol. cavipes besonders stark entwickelt. Sie 
konnte vorlaufig noch nicht identifiziert werden. Demgegeniiber unter- 
scheidet sich unser Stamm von Boletus edulis von den iibrigen Boletaceen 
und gleicht eher manchen Phlegmacien oder besonders auch Leucopa- 
xillus mirabilis. 

Grundsatzlich aber kann schon daraus, daB sich Stéamme einer Art 
verschieden verhalten kénnen, erwartet werden, da8 keine vollige Ein- 
heitlichkeit innerhalb von Gattungen besteht. Demzufolge ist jedoch die 
gefundene Ubereinstimmung noch iiberraschend hoch. Ja man kénnte 
sogar vermuten, daB bei Untersuchung mehrerer Staémme jeder Art diese 
noch gréBer sein diirfte. 


9. Vergleich der Partner verschiedener Baumarten 


Da Pilzarten sich verschieden verhalten, andererseits die morpholo- 
gische Ausbildung von Mycorrhizen an den einzelnen Baumarten, teil- 
weise abweichend ist, lage es durchaus im Bereich des Méglichen, daf8 
Verschiedenheiten von Mycorrhizapilzen im Hinblick auf Wuchsstoff- 
bildung in einer Beziehung zur Baumart stiinden. 

So sttinde etwa zu erwarten, daB Kiefernbegleiter etwa starkere [ES- 
Bildner waren. Wohl laBt sich bei den beiden Zirbenrohrlingen S. plo- 
rans und S. placidus bei vielen Stémmen starke [ES- Bildung nachweisen, 
nicht aber bei Begleitern von P. silvestris: Leucopaxillus mirabilis, Phleg- 
macium caesiocanescens und glaucopus. 

Von Larchenbegleitern verhalten sich Suillus tridentinus und Boletinus 
cavipes gleich, waihrend S. Grevillei und Lactarius porninsis davon ab- 
weichen und auch untereinander noch differieren. 

Von der Masse der Fichtenbegleiter zeigen wohl die Phlegmacien eine 
gewisse Ahnlichkeit in ihrem Verhalten (siehe S. 262), auch Boletus edulis 
weist ahnliche Stoffe auf, anders verhalten sich aber eine Reihe weiterer 
Arten (z.B. Amanita muscaria, Xerocomus subtomentosus). 

Fir die ibrigen Baumarten liegt uns zu wenig vergleichbares Material 
vor. 

Allgemein zeigt sich jedoch, da8 zwischen der Baumart und der Art 
der von seinen Pilzpartnern gebildeten Indolstoffe keine bestimmten 
Beziehungen auffindbar sind. Die Partner einer Baumart kénnen sich 
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verschieden verhalten, wahrend Partner verschiedener Baumarten sich 
unter Umstinden in dieser Hinsicht gleichen kénnen. Dies ist ein Um- 
stand, der sich natiirlich auch in bezug auf eine Verschiedenwertigkeit 
verschiedener Pilzpartner einer Baumart auswirken kann. 


10. Kommen aufer Tryptophan andere Ausgangsprodukte 

in Frage? 

Wenn unsere Hauptversuchsreihen vorlaufig nur mit Tryptophan als 
Ausgangsprodukt durchgefiihrt wurden, so deshalb, weil es naheliegend. 
war, da& Mycorrhizapilze, wenn sie tiberhaupt Indolverbindungen syn- 
thetisieren kénnen, sie dies aus Tryptophan tun. Da jedoch Tryptophan 
in der Natur kein so haufiger Stoff ist, tritt natiirlich die Frage auf, ob 
Indolwuchsstoffe durch Pilze auch aus Vorlaufern des Tryptophans oder 
Indols oder aus solchen in Kombination mit verschiedenen anderen Ver- 
bindungen (Aminosauren usw.) gebildet werden konnen. Die hier an- 
gefiihrten Versuche waren vollig provisorischer und orientierender Natur, 
da sie aber die Vermutung zumindest teilweise bestitigen, laufen nun- 
mehr eingehendere Untersuchungen in dieser Richtung. 

Bei Ansatz von Suillus plorans, S. placidus und S. tridentinus in der 
iiblichen Nahrlésung, jedoch an Stelle des Tryptophans mit pL-Alanin 
und t-Asparagin (zusammen entsprechend 280 mg N je Liter) und auBer- 
dem mit Indolzusatz (in Konzentrationen von 0,004, 0,04, 0,4 und 4,0 m) 
waren neben Indol jeweils drei mit DAB gelbe Zonen nachweisbar 
(Ry 0,36—0,40; 0,52—0,60 und 0,93—0,97), wovon die erste vielleicht 
Anthranilsaure, die zweite deren mehrfach erwihntes Derivat dar- 
stellt. KaPER u. VELDSTRA (1958) haben bei Leerproben mit Tryptophan 
ebenfalls drei ahnliche Zonen erhalten und mit C, M, K_ bezeichnet 
(siche dazu S. 260). Wie die Autoren angeben, sind diese Zonen auch bei 
Arbeiten mit anderen Indolderivaten zu finden, und auch von Horak? 
wurden solche bei Indolzersetzung festgestellt. Auf jeden Fall halten 
wir diese fiir Zersetzungsprodukte des Indol und nicht fiir durch biolo- 
gische Wirkungen entstanden. 

Hingegen tritt bei S. tridentinus eine violett farbbare Zone mit Ry 0,22 
und eine rosagelbe bei Ry 0,49 auf (am besten bei einer Indolkonzen- 
tration von 0,4m nachweisbar). Diese beiden kénnen wohl durch die 
Wirkung des Pilzes entstanden sein, doch muf die Frage noch exakter 
geprift werden. 

Nach dreiwéchiger Versuchsdauer ist bei allen 3 Arten ein violetter 
Fleck mit Ry 0,26—0,29 nachweisbar, in der Wasserphase bei allen eine 
rosa gefirbte Zone bei Ry 0,85. 

Nach 6 Wochen Versuchsdauer sind bei allen Arten die schon nach 
3 Wochen nachweisbaren Zonen noch vorhanden, dazu kommt bei 


1 Unveroffentlicht. 
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S. tridentinus eine blaue mit Ry 0,32, bei S. placidus und tridentinus ein 
violetter Fleck bei Ry 0,37—0,42, vielleicht IES, doch bedarf dies einer 
nochmaligen Uberpriifung. 

Eine weitere Reihe, bei der Serin und (NH,),SO, (entsprechend 
280 mg N/L) und Indol (0,4m) zugesetzt wurden, erbrachte keine 
nennenswerten Ergebnisse, doch wurde hierbei nur eine Pilzart, Bole- 
tinus cavipes, getestet. Gegeniiber den Leerkontrollen, bei denen nur 
Indol nachweisbar war, ergab sich bei Anwesenheit des Pilzes noch die 
Anthranilsdurezone (?) (mit Ry 0,42). 

Fiir einige Bakterien z.B. Escherichia coli ist die Fahigkeit der Indol- 
synthese aus Anthranilsdure erwiesen (YANoFSKY 1955a, b,c), desgleichen 
spielten Anthranilsdure und Indol sowie weitere Derivate davon eine Rolle 
bei manchen Stammen von Saccharomyces cerevisiae (EDDY u. Krrsor 1955) 
und schlieBlich sind derartige Fahigkeiten von Neurospora bekannt 
(UmsBrett u. Mitarb. 1947). Die Pilze miiBten also die Fahigkeit besitzen, 
den Schritt von Anthranilsdure zu Indol zu bewaltigen und ferner Indol 
mit Serin zu kondensieren (also Tryptophanasebildung und eventuell 
Bildung von Pyridoxalphosphat), welch letzterer Schritt auch bei den 
vorigen Versuchen schon erforderlich ware. 

Es wurde zunachst eine Versuchsreihe angesetzt, bei der der Nahr- 
lésung an Stelle von Tryptophan lediglich Anthranilsiure in verschie- 
denen Konzentrationen, zugesetzt wurde (in Konzentrationen von 280, 
140, 35 und 17,5 mg N/L), um zu sehen, ob diese fiir Mycorrhizapilze 
und Pilze der Rhizosphare tiberhaupt angreifbar ist, bzw. ob ein vom 
normal in Lésung erfolgenden abweichender Zerfall einsetzt. Die Test- 
substanz zerfallt an sich in 5 Zonen von 


Ry Farbe mit DAB 
0,13 | schwach orangegelb 
etwa 0,20 gelb 


0,40 —0,46 satt orange (Anthranilsaure) 
0,51—0,60 gelb 
0,82 —0,88 citronengelb 


Die letztgenannte Zone tritt erst nach lingerem Stehen auf. 

Bei Beimpfung mit Mucor hiemalis, Mortierella ramanniana var. an- 
gulispora, M.mundensis, Penicillium frequentans treten keine neuen 
Zonen auf; bei Beimpfung mit Trichoderma viride, Aspergillus nager, 
bisweilen auch bei M. mundensis, ferner bei den Mycorrhizapilzen S. plo- 
rans, Phlegmacium allutum, caesiocanescens und Xerocomus subtomen- 
tosus treten noch ein oder zwei weitere gelbe Zonen auf, auf die wir hier 
nicht naher eingehen wollen. 

Nirgends wurde jedoch eine rétlich, violett oder blaulich farbbare 


Zone festgestellt. 
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Bei einem Versuch mit Boletinus cavipes hingegen auf einer Nahr- 
lésung mit Serin und Anthranilséure wurde einmal in einer Reihe von 
Parallelkulturen eine starke Indolbildung (Rr 0,96—0,98 und Farbung 
mit DAB rosaviolett) festgestellt. Da jedoch eine spatere Wiederholung 
bisher noch nicht gegliickt ist, darf dieses Ergebnis nur mit groBter 
Zuriickhaltung aufgenommen werden. 


11. Mischkultur von Mycorrhizapilzen mit 
Rhizosphadrenorganismen 


Es ist nun ein naheliegender Gedanke, da8 sich die Verhaltnisse 
wesentlich verandern kénnten, wenn Mycorrhizapilze in Mischkultur mit 
Pilzen oder Bakterien aus der Rhizosphire wachsen. Dementsprechend 
wurden die im vorigen Abschnitt angefiihrten Rhizospharenpilze in 
Mischkulturen mit Phlegmacium caesiocanescens (Phl 4a) in Anthranil- 
siurenahrlésung gezogen. Hierbei ergab sich lediglich in der Kultur von _ 
Trich. viride mit Phl 4a bei Ry 0,62—0,63 eine rosafarbene Zone, ferner 
eine ebenso gefirbte bei Ry 0,26, die beide vorlaufig nicht identifiziert 
werden, konnten. 

In der Kultur von Penicillium frequentans mit Phl 4a war eine 
schwache violettliche Zone bei Ry 0,14 feststellbar. 

Ein nicht naiher bestimmtes Bakterium, das mittels Anreicherungs- 
methode mit Anthranilsiure aus der Rhizosphire von Kiefernwurzeln 
isoliert worden war, wurde in Mischkultur mit Suzllus plorans gezogen. 
Dabei ergab sich eine stark violette Zone bei Ry 0,37—0,40, die mit IES 
identifiziert werden, konnte, ferner eine Zone von blaugrauer bis dunkel- 
blauer Farbung bei Ry 0,93—0,97. Beide Zonen treten nicht auf, wenn 
die beiden. Organismen in Reinkultur auf Anthranilséiurenahrlésung 
gezogen wurden. Sie treten aber bei Kultur verschiedener Stamme von 
S. plorans auf Tryptophannihrlosung auf (siehe Tab. 2). 

Es scheint demnach, da8 durch das Bakterium, bzw. in anderen Fallen 
durch niedere Pilze gewisse Vorstufen gebildet werden, die dann durch 
das Zusammenwirken mit Mycorrhizapilzen unter Umstanden bis zu 
Indolwuchsstoffen aufgebaut werden kénnen. 

Da schon diese wenigen Vorversuche darauf hindeuten, da Rhizo- 
sphirenorganismen auch in dieser Hinsicht im Zusammenwirken mit 
Mycorrhizapilzen eine nicht unerhebliche Rolle spielen kénnen, laufen 
in unserem Institut nunmehr eingehende Untersuchungen in dieser Rich- 
tung. 

Diskussion 


Der Umstand, da8B Mycorrhizapilze in der Lage sind, verschiedene 
Indolwuchsstoffe zu bilden, kann auch fiir das Zustandekommen ecto- 
tropher Mycorrhizen einen weiteren Gesichtspunkt in das Blickfeld 
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ricken. Es waredurchaus denkbar, da durch in der Rhizosphare vorhan- 
dene Mycorrhizapilzmycelien Indolstoffe gebildet werden, die dann an der 
Pflanzenwurzel die Ausbildung der fiir Mycorrhizen so charakteristischen 
Kurzwurzeln induzieren. Zu diesem Zeitpunkt erst wiirde dann das Anset- 
zen bzw. Hindringen der Pilzhyphen erfolgen, vielleicht veranlaBt durch 
Ausscheidung oder Anreicherung irgendwelcher Stoffe in der Kurzwurzel. 

Dies wiirde auch eine Erklarung fiir das Auftreten aktiver und in- 
aktiver Mycorrhizapilzmycelien im Boden bieten. Der inaktive Zu- 
stand kann somit dadurch verursacht sein, da8 in manchen Boden 
chemisch gesehen ftir die Bildung von Indolstoffen ungiinstige Voraus- 
setzungen gegeben sind. Das heiBt, es kénnen einerseits in den betreffen- 
den Béden die notwendigen Ausgangsstoffe fehlen oder in subminimalen 
Mengen vorhanden sein, oder es kénnen hemmende oder verzégernde 
Stoffe im Boden enthalten sein. So kann z.B. ein hoher Gehalt an N-Ver- 
bindungen die Bildung von Indolstoffen zumindest auf dem Wege tiber 
Tryptophan unterdriicken oder stark vermindern. Es ist ja eine lange 
bekannte Tatsache, daB hoher N-Gehalt von Béden die Ausbildung von 
Mycorrhizen unterdriickt oder sehr stark verringert. Die vorliegenden 
Ergebnisse k6nnen auch diese Erscheinung somit von einem anderen 
Gesichtspunkt aus zumindest teilweise mit erklaren. 

Es kénnen immerhin aber auch noch andere Verbindungen im Boden 
hemmend in den Indolstoffwechsel der Mycorrhizapilze eingreifen und 
so das Zustandekommen einer Mycorrhiza verhindern oder stark ab- 
schwachen. Und dies ist in manchen Fallen auch wohl wahrscheinlich. 

Zum anderen kann das Vorhandensein inaktiver Mycelien auch durch 
die Existenz von Mycorrhizapilzarten, die schwache Indolstoffbildner 
sind, erklart werden. Es wiirde dadurch verstaindlich, warum verschie- 
dene Pilzarten nur schwache, andere reichliche Mycorrhizen ausbilden 
unter sonst gleichen Bedingungen. Diese Erscheinung gilt dann zumin- 
dest im gleichen Mae auch fiir Staémme einer Art. 

DaB auch Rhizospharenorganismen in diese Fragen hereinspielen, 
zeigt, das man im Zusammenhang mit Mycorrhizafragen keinesfalls die 
Rhizospharenpopulation vernachlassigen darf und diese unter Umstiin- 
den sogar nicht unerheblich an dem Zustandekommen einer Mycorrhiza 
beteiligt sein kénnten. Es liegt also, abgesehen von Nahrstofffragen, in 
der Rhizosphire auBer der Symbiose Pilz: Baum vielleicht auch eine Art 
Symbiose zwischen Rhizospharenorganismen und Mycorrhizapilz vor. 
Dies wiirde dem Begriff der ,,peritrophen Mycorrhiza“, der in den letzten 
beiden Jahrzehnten verschiedentlich gebraucht worden ist, einen Grad 
starkerer Berechtigung verleihen und eventuell auch eine Erweiterung 
des Begriffes bewirken. 

Ks sind dies Probleme, die die Anwendungsméglichkeit der Ergebnisse 
der Mycorrhizaforschung in der forstlichen Praxis nicht unerheblich zu 
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beeinflussen vermégen. Hinerseits ergibt sich vielleicht einmal daraus die 
Moglichkeit der Aktivierung von Mycorrhizapilzen durch bestimmte 
Bodenbehandlungen. Andererseits zeigt sich aber auch, daB bei der 
Methodik der Reinkulturimpfungen in Forstgarten, wie sie von uns in 
zunehmendem Mafe gehandhabt wird (MosER 1958, 1959), die Auswahl 
der Impfstimme nicht nur nach dem Gesichtspunkte des guten Wachs- 
tumes zu erfolgen hat, sondern daB dabei auch biochemische und physio- 
logische Fragen, wie eben das Wuchsstoffbildungsvermégen, beachtet 
werden sollten. Dies kann unter Umstinden zu wesentlich besseren Er- 
gebnissen bei Reinkulturimpfungen fiihren. 


Zusammenfassung 

1. Es konnte nachgewiesen werden, daf Mycorrhizapilze tatsichlich 
in der Lage sind, Indolstoffe, darunter eine Reihe mit Wuchsstoffcharak- 
ter (IES, IBS, IPS und andere) aus Tryptophan zu bilden, wobei vor- 
wiegend L-Tryptophan verwendet wird. Es sind dies Stoffe, die an den 
Wurzeln die typischen Kurzwurzelbildungen (z.B. dichotome Gabe- 
lungen usw.) verursachen. 

2. Die Bildung von Indolstoffen durch Mycorrhizapilze aus Tryptophan 
wird wesentlich durch die Anwesenheit anderer Stickstoffverbindungen 
beeinflu8t und zwar nach den bisherigen Ergebnissen stets verzégernd 
oder sogar unterdriickend, sofern es sich um Substanzen handelt, die 
leichter als Tryptophan angreifbar sind. 


3. Verschiedene Arten von Mycorrhizapilzen kénnen in ihrer Fahig- 
keit, Indolstoffe zu bilden, wesentlich verschieden sein, sowohl in quali- 
tativer als quantitativer Hinsicht. 

4. Die Erscheinung der Stammspezifitat tritt auch in bezug auf Indol- 
stoffbildung bei Mycorrhizapilzen stark zu Tage. 


5. Mycorrhizapilze zeigten in erheblich groBerer Zahl die Fahigkeit 
zur Bildung von Indolwuchsstoffen als Pilze anderer dkologischer 
Gruppen (Holz-, Streubewohner, andere Saprophyten). Hingegen werden 
andere Indolkérper und nahestehende Substanzen von beiden Gruppen 
meist ziemlich gleichmaBig gebildet. 


6. In bezug auf die Pilzpartner verschiedener Baumarten ergeben sich 
keine gesetzmaBigen Unterschiede. 


7. Bei Verwendung anderer Ausgangssubstanzen an Stelle von Trypto- 
phan konnten in Reinkulturen bisher nur durch Alanin-Asparagin 
+ Indol in einigen Fallen einige bisher nicht identifizierte Indolstoffe 
erhalten werden neben Anthranilséure (?) und Derivaten derselben. 
Anthranilsaéurenihrlésungen und solche mit Zusatz von Serin brachten 
kein Ergebnis. Die Zahl der bei diesen Versuchen getesteten Arten ist 
jedoch nur gering. 


Wuchsstoffbeziehungen im Bereich ectotropher Mycorrhizen. I 269 


8. Bei Mischkulturen von Rhizospharenpilzen mit Mycorrhizapilzen 
auf Anthranilsiurenihrlésung konnten im Falle von Phlegmacium 
caesiocanescens und Trichoderma viride sowie Penicillium frequentans 
einige Indolstoffe erhalten werden, bei Kultur von Suillus plorans mit 
einem Bakterium aus der Rhizosphare von Kiefernwurzeln wurde IES und 
eine andere Indolverbindung erhalten, die von verschiedenen Stammen 
von S. plorans allein auch auf Tryptophanndhrlésung gebildet werden. 
Auf Anthranilsdéurenahrlésung war jedoch keiner der beiden Organis- 
men allein im Stande, diese Substanzen zu bilden. 
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Pseudomonas fluorescens, ein Boden- und Wasserkeim 
III. Identifizierung von P. fluorescens-Stammen durch Bakteriophagen 


Von 
KARL KLINGE 


Mit 1 Textabbildung 
(Bingegangen am 22. Juni 1959) 


Das Versagen der biologischen Sperre bei der Reinigung des versin- 
kenden, Wassers fihrten Knorr, Haas u. Knorr (1956) auf die Wirkung 
der ubiquitér vorkommenden P. flworescens-Stamme zuriick, die einen 
protostatisch-protoziden Wirkstoff bilden. Dieser Wirkstoff, der eine 
letale Wirkung auf Amdben und andere Protozoen austbt, wurde spa- 
ter von Grar (1958) kristallin dargestellt. Untersuchungen tiber die 
amoben- und erythrocytenauflésende Wirkung des kristallinen und des 
in zellfreien Kulturiiberstinden enthaltenen Wirkstoffes ergaben die 
Identitat des P. fluorescens-Hamolysins und des P. fluorescens-Wirk- 
stoffes (KLINGE u. GRAF 1959). 

Im Laufe zahlreicher Uberimpfungen, also in vitro, haben einige 
Stimme ihre hamolytische und amébenauflésende Wirkung verloren. 
Aus den in unserer Stammsammlung aufbewahrten oder davon getrennt 
zur Gewinnung des protostatisch-protoziden Wirkstoffes gehaltenen 
Stammen, die also sehr wenig tiberimpft wurden, konnten jedoch Sub- 
kulturen derselben Stimme gewonnen werden, die den protostatisch- 
protoziden haimolytischen Wirkstoff noch bildeten. Die verschiedenen 
Subkulturen unterschieden sich auSer durch das Hamolysevermégen 
teilweise auch durch die Siurebildung aus Trehalose und durch die Bil- 
dung von Laevan aus Saccharose (KLINGE 1959b). 

Es wurde daher festzustellen versucht, ob es sich bei diesen Subkul- 
turen um biochemische Varianten eines Stammes handelte, die aus der 
betreffenden Kultur hervorgegangen sind und durch die Abimpfung von 
Einzelkolonien — zufallig — getrennt wurden, oder ob es sich um eine 
Verunreinigung mit anderen P. flworescens-Staémmen handelt. Denn eine 
,Reinkultur“’ ist an der Koloniemorphologie nicht zu erkennen. Sogar 
eine geringe Verunreinigung von P. fluorescens-Kulturen mit P. aeru- 
ginosa konnte lediglich durch das Wachstum bei 37° und 42° im Wasser- 
bad erkannt und durch nachfolgende Isolierung von P. aeruginosa be- 
stiitigt werden (KLINGE 1959a). AuBerdem kann man damit rechnen, da 
infolge der antibiotischen Wirkung einzelner P. fluorescens-Staémme 


Pseudomonas fluorescens, ein Boden- und Wasserkeim. III 271 


(Kune 1959b) in einer aus mehreren P. fluorescens-Stammen bestehen- 
den Kultur das Wachstum des einen oder anderen Stammes unterdriickt 
wird, so daB bei spaiteren Abimpfungen aus einer solchen Kultur ein 
anderer Stamm vorherrscht. 

Wir versuchten daher, die Identitat oder Verschiedenheit solcher 
Stémme durch den Lysotyp festzulegen und isolierten dazu aus Ab- 
wasser Bakteriophagen. Dabei bestand auch die Méglichkeit, einen Pha- 
gen zu finden, der nur diejenigen P. flworescens-Stamme auflést, die den 
protostatisch-protoziden Wirkstoff bilden. AuBerdem hofften wir, einen 
fiir P. fluorescens spezifischen Phagen zu erhalten, der eine Abgrenzung 
von P. fluorescens gegeniiber P. putida und P. aeruginosa erméglicht. 

Aus diesen verschiedenen Gesichtspunkten ist die Identifizierung oder 
Unterscheidung von Bakterienstémmen mittels ihrer unterschiedlichen 
Empfindlichkeit gegeniiber Bakteriophagen versucht und zum Teil még- 
lich geworden. 

Die Lysotypie erméglicht, Bakterienstimme nach dem Spektrum 
ihrer Phagenempfindlichkeit zu unterscheiden, und gestattet somit, 
auch biochemisch und serologisch sich gleich verhaltende Stamme in 
Typen oder Gruppen zu unterteilen; sie dient vorwiegend zur Aufklarung 
epidemiologischer Fragen. In der Humanmedizin bedient man sich der 
Lysotypie zur Erkennung der Verbreitung gleicher Stamme von Staphylo- 
coccus pyogenes und von menschenpathogenen Vertretern der Hntero- 
bacteriaceae (Literatur: ApAms 1959, 2. und 3. Colloqium tiber Fragen 
der Lysotypie, Wernigerode/Harz, 1956, 1957). Wahrend die Lysotypie 
von Streptococcus pyogenes (KsEMS 1955; Krauser 1957) den serologi- 
schen Gruppen entsprechende Ergebnisse brachte, also nicht einmal die 
Grenzen, der serologischen Einteilung (Typen) erreichte, erlaubte die 
Lysotypie von P. aeruginosa (WARNER 1949; Don u. VAN DEN ENDE 
1950; Porrn 1957) und von Proteus hauseri (Vrmu 1958) eine Unter- 
teilung in Gruppen gleichen Lysotyps. 

Bei der Lysotypie kommt jedoch der Auswertung der Befunde eine groBe 
Bedeutung zu; WrLtaMs u. Rippon (1952) haben bei der Bewertung 
eines Lysespektrums zur Zuriickhaltung gemahnt. WAnLu. FouAcs (1958) 
zeigten an Staph. pyogenes-Stammen und entsprechenden Phagen, da 
der Erwerb der Lysogenitaét (Erwerb eines Prophagen) die Resistenz 
eines Bakterienstammes gegen gewisse Phagen nach sich ziehen kann 
und da der Verlust der Lysogenitat (Verlust des Prophagen) zu einer 
gréBeren Empfindlichkeit und somitzu einem anderen Lysespektrum fihrt. 
Gleiche Bakterienstimme kénnen also ein unterschiedliches Lysebild 
zeigen, das lediglich davon abhangt, ob ein Stamm lysogen ist oder nicht. 

Phagen wurden auch zur Erkennung von Bakterienstémmen heran- 
gezogen, die der gleichen Species angehérten, aber gewisse Stoffwechsel- 
produkte unterschiedlich bildeten. WaKsMAN, REILLY u. Harris (1947) 
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sowie Remy, Harris u. WaksMAN (1947) konnten mit einem S. gri- 
seus-Actinophagen, ,,M-1", streptomycinbildende Streptomyces griseus- 
Stamme erkennen. Dagegen zeigen die Untersuchungen von WELSCH, 
Corpaz u. Erriincer (1957), daB die Actinomycinbildung von Strepto- 
myces-Stammen nicht mit Streptomyces-Phagen erkannt werden konnte; 
denn die Phagen (y-17 und p-17/5) losten sowohl Actinomycin nicht 
bildende S. griseus-Staémme als auch actinomycinbildende Staémme der 
von Errrincer aufgestellten Gruppe IV (S. parvus; S. chrysomallus), 
aber nicht die actinomycinbildenden Staémme der anderen Gruppen 
(S. antibioticus; S. parvulus). 

Mit Hilfe speciesspezifischer Phagen [z.B. V. comma-Phagen (WHITE 
1936); B.anthracis-Phagen (McCioy 1951); Xanthomonas phaseoli-Phagen 
(KaTzNELSonu. SuTTON 1951)]konnten Bakterien der entsprechenden Spe- 
cies bestimmt werden. 


Material und Methoden 

Wir haben P. fluorescens- und P. putida-Phagen aus einem Abwasser- 
gemisch isoliert, das je zur Halfte vor dem Einlauf und aus dem Auslauf 
einer Klaranlage entnommen wurde. Da der Phagengehalt des Abwas- 
sers manchmal zu gering war, um Phagen direkt isolieren zu 
kénnen, haben wir die im Abwasser vorhandenen Phagen ange- 
reichert. Der gleichen Ma8nahme hatten sich auch GROSSE u. Hi- 
GORANI (1958) bei der Ziichtung von P. morsprunorum-Phagen aus der 
Erde bedienen mussen. 


Zur Anreicherung wurden 14 P. fluorescens- und 3 P. putida-Stamme verwendet. 
Zu je 3,0 ml Abwasser gaben wir je 1,5 ml einer 24 Std bei 22° bebriiteten P. flwores- 
cens- baw. P. putida-Kultur. Nach 4—6 Tagen Bebriitung bei 22° fiigten wir dem 
Ansatz 0,1 ml Chloroform hinzu, um die Bakterien abzutoten ; dieses Vorgehen schont 
die Bakteriophagen mehr als die Erhitzung (FREDERICQ 1952; Crossk u. HINGORANI 
1958). Der mit Chloroform versetzte Ansatz wurde griindlich geschiittelt und blieb 
dann bei Zimmertemperatur stehen, bis sich das Chloroform abgesetzt hatte (etwa 
1 Std). Dann wurden 0,1 ml mehrerer mit Peptonwasser hergestellter Verdiinnungen 
des mit Chloroform behandelten Ansatzes mit 0,1 ml einer 24 Std bei 22° bebriiteten 
Kultur des entsprechenden Teststammes und 3,0 ml 0,7°/, Agar enthaltendem Nahr- 
agar von 45° gemischt. Die Mischung wurde als Schichtgu8 auf Nahragarplatten 
gegossen. Nach {—2 Tagen Bebriitung bei 22° wurden ein oder mehrere der ent- 
standenen Phagenlécher mit einer Capillare ausgestochen und in 1,0ml Peptonwasser 
suspendiert. Zur Eluierung der Phagen aus den Agarstiickchen wurde die Suspen- 
sion wahrend 30min mehrmals geschiittelt. Nach der Zugabe von Chloroform, 
Schiitteln und Absetzenlassen des Chloroforms wurden mehrere Verdiinnungen der 
jeweiligen Phagensuspension auf dem entsprechenden Teststamm ausgespatelt. 
Durch mehrmalige Wiederholung dieses Vorgangs wurden die Phagenstiimme ge- 
trennt. Bereits nach der zweiten Uberimpfung waren die Phagen von den Abwasser- 
bakterien. befreit. 

Wenn sich jedoch mehrere, oft zwei bis vier, morphologisch verschiedene Phagen- 
lécher auf demselben Teststamm befanden, dann wurden die verschiedenen Phagen- 
lécher mit Capillaren ausgestochen, in Peptonwasser eluiert, mit Chloroform 
versetzt und mittels des SchichtguBverfahrens auf dem entsprechenden Teststamm 
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so lange geziichtet, bis die Phagenstamme auf Grund der einheitlichen Form der 
Phagenlécher als rein betrachtet werden konnten. 

AnschlieBend wurden die Phagenstaémme in 8 Std bei 22° bebriitete Kulturen 
der entsprechenden Bakterienstimme geimpft, iiber Nacht bei 22° eingestellt und 
am nachsten Tag nach Chloroformieren in gleicher Weise iiberimpft. Die Chloro- 
formbehandlung war notwendig, da sich — sehr schnell und sehr reichlich — 
phagenresistente Bakterien entwickelten. Die Titration der Phagen ergab durch- 
schnittlich einen Gehalt von 101° Phagen/ml. 

Nach 30—50 Passagen seit der Erstisolierung — solange dauerte gewdhnlich die 
Reinigung von Phagen, wenn morphologisch verschiedene Phagenlécher auf dem 
gleichen Teststamm vorhanden waren — wurde 1,0 ml der chloroformierten 
Phagenkultur mit 1,0 ml der entsprechenden 24 Std bei 22° gewachsenen Bak- 
terienkultur und 5,0 ml 0,7°/, Agar enthaltendem Nahragar von 45° gemischt und 
auf Agarplatten (23,0 ml gewohnlicher Nahragar in Drigalskischalen von 15 cm @) 
gegossen. Die Kulturen wurden 24 Std bei 22° bebriitet und anschlieBend bei —18° 
tiber Nacht eingefroren. Vor dem Auftauen bei Zimmertemperatur wurde ein 
kleines dreieckiges Stiick aus dem Agar am Rande der Platten herausgeschnitten. 
Bei schrager Aufstellung der Platten sammelte sich die phagenhaltige Flissigkeit 
in dem dreieckigen Loch an und wurde standig abpipettiert. So konnten aus dem 
30,0 ml betragenden Schaleninhalt etwa 20—25 ml phagenhaltige Fliissigkeit ge- 
wonnen werden. AnschlieBend wurde die phagenhaltige Fliissigkeit durch ein 
Membranfilter ,,grob, Nr. 2‘° (Membranfiltergesellschaft, Géttingen) filtriert; die 
Filter wurden vor und nach der Filtration mit insgesamt 5—10 ml Bouillon be- 
schickt. Die filtrierten Phagenlésungen wurden in kleinen Flaschen im Kihlschrank 
aufbewahrt. Der Phagengehalt betrug 10®°—101!° Phagen/ml. Die vollstandig auf- 
gelosten Kulturen auf Platten ergaben nicht immer die héchste Phagenausbeute ; 
diese Erfahrung hatten Don u. vAN DEN ENDE (1950) auch bei der Gewinnung von 
P. aeruginosa-Phagen gemacht. Die Methode der Phageneluierung mittels Hin- 
frieren und Auftauen hatten WiLLIAMs u. Rippon (1952) in einer anderen Durch- 
fiihrung bei Staphylokokkenphagen verwendet. 

Von den Phagensuspensionen wurden 10 Verdiinnungen — die folgende Ver- 
diinnung betrug 1/,, der vorhergehenden — in Peptonwasser hergestellt; von jeder 
Verdiinnung wurde ein Tropfen aus einer Capillare auf eine mit dem entsprechenden 
Stamm bespatelte Platte getropft. Die héchste Verdiinnung, die eine vollstandige 
Auflésung hervorrief, wurde als Routine-Test-Verdiinnung (RTD) verwendet. Der 
Phagengehalt der Routine-Test-Verdiinnungen war nicht gleich; denn zur voll- 
standigen Auflosung wird von den Phagen, die ein sehr grofes Loch bilden, eine 
geringere Anzahl bendtigt, als von solechen Phagen, die kleine Locher hervorrufen. 

Zur Lysotypie wurden 2—3 Tropfen einer 24 Std bei 22° bebriiteten Bouillon- 
kultur auf Nahragar in Petrischalen gespatelt. Auf einer Platte wurden bis zu 
16 Phagensuspensionen in der Routine-Test-Verdiinnung aufgetropft. Die verwen- 
deten 27 P. fluorescens-, 6 P. putida- und 15 P. aeruginosa-Stamme wurden in den 
beiden vorhergehenden Mitteilungen (Kiince 1959a, 1959b) beschrieben. Zwei 
weitere P. flworescens-Stamme wurden freundlicher Weise von Herrn Dr. Marruess, 
Med. Univ. Klinik Freiburg, unter der Bezeichnung PC 117 und PC 136 tberlassen. 


Ergebnisse 
Zahl der aus Abwasser isolierten Phagenstimme 


Auf 12 der 14 zur Anreicherung der Bacteriophagen im Abwasser ver- 
wendeten P. fluorescens-Stiémme wurden insgesamt 30 Phagenstéimme und 
auf 2 der 3 verwendeten P. putida-Stamme insgesamt 2 Phagenstamme 
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isoliert. Auf einigen Bakterienstamm en wurden mehrere Phagen ge- 
funden, die sich durch die Mo pl ie der Phagenlécher unterschieden. 
Die Verteilung der auf den einzelnen Bakterienstimmen isolierten 


Phagenstimme ist in Tab. 1 dargestellt. 


Tabelle 1. Zahl der isolierten Phagenstamme 


Bakterienstamme Zahl der isolierten Phagenstémme 
Zahl Bezeichnung je wae gesamt 

en ee ee 
14 Pseudomonas fluorescens 30 
2 panied, U' 10, 0 | 0 
3 T 10,, U 33, R38 if 3 
2 J 103, U 26 2 4 
5  U 22, U 36,, U 36,, U 363, R20 3 15 
2 emia te 60 4 8 
3 Pseudomonas putida 2 
ieeetl H3 0 | 0 
2 EL2P 64. 1 2 


Morphologie der Phagenlécher 

Die Morphologie der Phagenlécher lie8 sich am besten im Agarschicht- 
gu8 erkennen. Die Phagenlécher der auf demselben Bakterienstamm 
angereicherten und isolierten Phagenstamme unterschieden sich ent- 
weder durch die Gro8Be, die Form des Randes oder die GroBenzunahme. 

Der Durchmesser der kleinsten Phagenlécher betrug 1mm, der der 
groBten reichte bis zu 10mm. Das GroBenverhaltnis der Phagenlécher 
verschiedener Phagenstiimme zueinander blieb gleich. Das bedeutet, daB 
die relative GréBe der Phagenlécher eines einzelnen Phagenstammes 
zwar konstant blieb, daB sich die absolute GréBe jedoch geringfigig von 
Schichtgu8 zu Schichtgu8 ainderte. Mayr-Hartine (1958), die unter 
E. coli-Phagen ebenfalls so grofe Locher bildende Stamme wie wir bei 
P. fluorescens-Phagen angetroffen hatte, wies unter anderem auch auf 
die Bedeutung der Agarkonzentration in der unteren Schicht fiir die 
GréBe des Phagenloches im SchichtguBagar hin. Wir fihren daher die 
geringen Anderungen der absoluten Grofe der Phagenlocher auf die 
unterschiedliche Agarkonzentration in der unteren Schicht zuriick, die 
sowohl von der Temperatur des Agars wihrend des Giefens der Platten 
als auch von der Dauer des Trocknens der Platten vor dem SchichtguB 
abhingig ist. — Die Phagenlécher waren im SchichtguBagar gréBer als 
nach Ausspateln auf 2°/, Agar enthaltendem Nahragar. — Phagen- 
lécher werden auSer durch Erniedrigung der Agarkonzentration auch 
durch Zusatz von Sulfonamiden zum Agar gréBer (KNoRR 1941, DEn- 
NINGER 1944); DENNINGER (1944) zeigte an Sh. dysenteriae, Sh. flewnert, 
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Proteus, S. typhi und den entsprechenden Phagen aufer der VergréBe- 
rung der Phagenlécher auch eine erhéhte Phagenausbeute aus fliissigen 
Kulturen, die 0,1°/, Cibazol enthielten. 

Der Rand der Phagenlécher war und blieb auch bei langerer Bebrii- 
tung bei einigen Phagenstimmen glatt und — wie ausgestanzt — scharf 


Abb.1. Morphologie der Phagenlécher'. Entsprechende Stellen mit Phagenléchern im SchichtguB- 

agar wurden nach etwa 20 Std (obere Reihe), nach etwa 48 Std (untere Reihe) und nach etwa 72 Std 

(Hinzelabbildung unten) Bebriitung bei 22°C aufgenommen. Von links nach rechts: Phagenstéimme 

U 36,-1, U 36,-2, U 22-3, R60-1, R 17,-4 auf den homologen Bakterienstiimmen. Die kleinen hellen 
Punkte sind vorwiegend Kristalle 


1 Die photographischen Aufnahmen wurden freundlicher Weise von Herrn Doz. Dr. J. BORNEFF 
und Herrn B. HIPPEL in unserem Institut durchgeftihrt. 


begrenzt (Abb. 1, U 22-3). Bei anderen Phagenstémmen zeigten die 
Phagenlocher nach 10— 12 Std Bebriitung einen glatten, scharf begrenzten 
Rand, der jedoch — oft bereits nach weiterer Bebriitung von 4—6 Std — 
durch eine partielle Lyse und ein Wachstum resistenter Kolonien 
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feingranuliert erschien (Abb.1, R 60-1); bei Durchsicht erscheint diese 
Form des Phagenloches wie von einem perligen Rand umgeben (siehe auch 
Abb.1, U 36,-1). Bei manchen Phagenstémmen zeigte sich auch auBer- 
halb dieses Randes, am besten bei schrag durchfallendem Licht und, 
meist erst nach 2—3 Tagen Bebriitung, ein schwacher heller Hof (Abb. 1, 
R 17,-4), der mit der von Srrrrc beschriebenen ,,Lysinzone* identisch 
zu sein scheint; diese von Srrtic als glasig durchscheinender Hof be- 
schriebene ,,Lysinzone“ ist nach seinen Untersuchungen phagenfrei 
und wird nach den Befunden DennincErs durch Sulfonamide nicht be- 
einfluBt. Bei einigen Phagenstammen bildeten sich sehr bald phagen- 
resistente Kolonien im Phagenloch (Abb.1, R 60-1); bei anderen fehlte 
die Bildung solcher resistenter Kolonien vollstandig (Abb.1, U 22-38). 
Die beiden P. putida-Phagen, H 2-1 und P 64-1, bildeten Phagenlocher, 
die verschleiert (opaque) erschienen. 


Die im Laufe der Bebriitung erfolgende GroBenzunahme der Phagen- 
lécher, die bereits von VON ANGERER (1924) beobachtet und von Mayr- 
Harrtine (1958) einer erneuten Untersuchung unterzogen wurde, ohne 
jedoch eine endgiiltige Schlu8folgerung aus den die GréBenzunahme 
bedingenden verschiedenen Faktoren ziehen zu kénnen, haben wir auch 
bei P. fluorescens-Phagenléchern gesehen (Abb.1, Vergleich zwischen 
unterer und oberer Reihe); sicher ist diese GréBenzunahme der Phagen- 
lécher bei ganz kleinen Phagenléchern (Abb. 1, U 36,-2) sehr auffallig, 
bei groBen Phagenléchern (Abb.1, U 36,-/) am besten zu messen, jedoch 
fehlt sie auch bei einigen Stimmen (Abb.1, U 22-3). Immerhin kann 
man aus diesen Beobachtungen schlieBen, daB sich die Phagen im Laufe 
der Bebriitung auch nach der Ausbildung des Phagenloches — wenn 
sich das Phagenloch nimlich vergréBert — noch vermehren. 


Lysespektrum der isolierten Phagenstimme 


Um das Lysespektrum der 32 zum Teil auf den gleichen Bakterien- 
stammen angereicherten Phagenstémme kennen zu lernen, haben wir 
zuerst gepriift, welche der zur Anreicherung verwendeten 17 Bakterien- 
stimme von den konzentrierten Phagensuspensionen gelést werden. 


Auf diejenigen Bakterienstiimme, die von einem Phagenkonzentrat geloést wur- 
den, wurden anschlieSend mehrere Verdiinnungen dieser Phagenkonzentrate auf- 
getropft (Titration). Da ein Phagenkonzentrat oftmals mehrere Bakterienstamme 
léste, muBten diese Phagenkonzentrate auch auf mehreren Bakterienstammen 
titriert werden. In solchen Fallen wurde die vollstandige Auflésung verschiedener 
Bakterienstiimme oftmals durch unterschiedliche Verdiinnungen desselben Phagen- 
stammes hervorgerufen. Daher haben wir die Verdiinnungen, die eine vollstandige 
Lyse verursachen, entsprechend dem Vorgehen von WILLIAMS u. Rippon (1952) 
mit relativen Werten angegeben und auf den homologen Bakterienstamm bezogen. 
Die vollsténdige Auflésung durch die héchste Verdiinnung der Phagensuspension 
wurde mit 5, durch 1/;) bis 1/;9) der hochsten Verdiinnung derselben Phagensuspension 


Pseudomonas fluorescens, ein Boden- und Wasserkeim. IIT 


Se) a 


ie) 


Ten) 


oS 29 


e980 
I-*9¢0 


0 


mW onmoonmooec oe 


wD PU 


ies 


6-"9&0 


o Oo 


in SS Soro tone Oo oo So 


1. 


Te) 


co) 


§-"9¢0 
I-90 


Sys) 


oO 2 & © 


ms Occ oOo Coro 


NAN 


&-06 


0 ¢H 
0 GH 

0 79 d 

mpynd *q x 
"La 
LF adl. 
0 éé 0 
0 86H 
09 A 
96 0 
0 £6 0 
0 “Or 0 
0 °0r 0 


—= 


iS 


o Oo 


0 ‘OL O 

0 *98 0 

0 "98 0 

0 "9 0 
06H 

swaosasonyf * 


“IN 


eee oe) OO [Oi )60 | o for) o | 0°] o } o | 
meee) oo} 0 | 010) o } oO lo | 0 | 0 | ol | 
oO) 0 OF 00190 | 0 | -0-|.0 | 0 | 0 | O | 
eee Oe OO Oto | o | o | Of co | co | 
Pee emo s re col) io1| ¢ | 0 [0 | 0 | 0 | o | 
a aes tomes Ome Oh 0, 0 +} 0} 0.) 0 | 0 | O 
eo Mowe Om) 10} 0 |-o fo | 0 | 0 | o 
ee Oe eee rat) io} 0 | -/\o\ | 0 | 0 | o | 
re eo eeO Oo enrO 4 O)] 19) ¢.| 0 | 0\|) 0 | o | o | 
aoe Oe 0 a 0) OF) \0 | O- | e-|-0.\| 0 | 0 | .0 
Pe eee Oe eto 0) 0} 0) 0 |e | ¢ | 0 | g 
eer a Oe T Olio} -o |-0 jc | zc! '% | o 
eee Oa OL OThIOh O10 | 9 | 9 | 0 | g 
a ae ee 0 PO O70 | Oo} 0 | 0 .| 3 | 9 
elm ao Oe 0 FOr 0-4} 7 | 0} 9 | s | ¢ |g 
Peas] 0. OO} ¥ | 0} se | s | ge |] gs 
erase el Of 0h 0 | 0 | 0 |\0 | o | o | o | 
phere F-09 H ee 5-t9e0 
I-99 d| ie |g 6-20 0 Be aes too (O98 Q|t-98 Q|r-¢6 A? TA |rorn ete e960 
P21 [-09 4 ; 


aurue 4s 
-UdTIOFYVE 


“IN OWUIRYSUOseY 


ee 
(7x07, WH Sunsypyagy) “wawumg-vpynd «gq pun -suaosasonyf gq 
uajopuanian Bunsaynraumuaboy] nz py uap saqnuabob oumpsuahyyg Uapsayosr wassnngpy snv 2g sap woynsgry, pun wunuyadsashT *Z ayjaqey, 


278 Karu KiincE: 


mit 4, durch 4/s99 bis #/j999 der héchsten Verdiinnung derselben Phagensuspension 
mit 3, usw. bewertet (Tab. 2). 


Es kam auch vor, daB Phagenstamme, die konzentriert eine vollstan- 
dige Lyse anzeigten, bereits in einer Verdiinnung von 1:10 nicht mehr 
losten. Es handelt sich hier um eine gegenseitige Wachstumshemmung 
und Tétung von P. fluorescens-Stimmen; diese Wirkungen sind un- 
abhaingig von Phagen und wurden ausfiihrlich in der II. Mitteilung 
(KiincE 1959b) dargestellt. Wrti1aMs u. Rippon (1952) fanden Wachs- 
tumshemmungen durch hochtitrige Phagensuspensionen bei der Titration 
von Staphylococcus-Phagen und brachten sie deshalb mit dem Phagen- 
gehalt in kausalen Zusammenhang. 


Tabelle 3. Lysotypie von 29 P. fluorescens-Stammen mit 9 Phagen 
(CL = komplette Lyse; SCL = halbkonfluierende Lyse; — = keine Phagenlécher) 
EE 


Bakterienstamm Phagenstamm Nr. 


Nr. R 20-3| U 36,-2| U 36,-3| U 33-1| U 26-1| R17; 2| R60-1\| U 22-3| R 38-1 


ee ee ee 


1-RTD 


R20 CE at ples Oe 
U 36,, U 36, le Cal h CO Ladlliegesan yp SCH ie oleate. os on 
U 365, P 42 ge WRN ile Clie oe : | 
S 851, S 927 tn Lu . | 
U 10,, U 10; ae ee Cas =: | | . | 
U 33 | CL | 
Riv, Ub. Cl aaGinire-ca (rtssanl gem 
U 26, R40 eal CL | | 

R60 ~ es a a OR HA ee = 
U 22 | | | . CL 4 ae 
R 38 / | / ee CL 
100: RTD 


R2, 8 49 CL 
P62, P30 | CL — — 
Restliche | | 

9 Stamme | | — | = 


} 
| 


Trotz den konstant bleibenden morphologischen Unterschieden der 
Phagenlécher, woraus man auf unterschiedliche Phagenstamme zu 
schlieBen geneigt ist, war das lytische Spektrum eines grofen Teils der 
auf demselben Bakterienstamm isolierten Phagenstimme gleich. Nur bei 
jeweils einem von 2 oder 3 Phagenstiémmen, die auf demselben Bakte- 
rienstamm angereichert wurden, war das Lysespektrum insofern ver- 
schieden, als diese Phagenstaémme (z.B. U 36,-2) aufer dem homologen 
Bakterienstamm (U 36,) und auBer den — wie man dem Lysespektrum 
(Tab.2) entnehmen darf — diesem wohl gleichen (U 36,, U 36,) noch 
weitere Bakterienstimme (R 20, U 10,, U 26), allerdings in einer meist 
erst hdheren Phagenkonzentration, auflésten. 
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Zu einem Lysotypieversuch weiterer P. fluorescens-Stémme, deren 
Physiologie und gegenseitige Wachstumshemmung in den vorhergehenden 
Mitteilungen (Kiiner 1959a, 1959b) beschrieben wurde und die mit 
Ausnahme von 4 bei Transfusionszwischenfallen isolierten Stéammen aus 
der von Knorr, Haas u. Knorr (1956) sowie von RoMFELD (1957) an- 
gelegten Stammsammlung entnommen waren, wurden, zunachst nur 
12 der 32 isolierten Phagenstémme ausgesucht und verwendet, da das 
Lysespektrum einiger Phagenstémme (Tab.2) gleich erschien. Es zeigte 
sich, daB mit 9 Phagenstémmen 


in der RTD 16 (= 55,1°/,),inder —Tabelle 4. Lysotypie der restlichen 9 P. fluo- 
100fachen RTD noch 4, also ins- —_rescens-Stimme durch 3 weitere Phagen- 


gesamt 20 (= 69°/,) der 29 unter- stimme in der 100 fachen RTD 
suchten P. fluorescens-Stamme Batiricadauns Phagenstamm Nr. 
erfaft werden konnten (Tab.3). Nr. U 36,-1| U 22-1| R 20-1 

ae wir een PO 117, PC 136 ais a 
oF: {lworescens- tamme,welche 7, 10, el eee a 
gegen die in Tab.3 aufgefiihr- g 66 = CL x 
ten Phagenstimme resistent P6 iz = CL 
waren, mit den restlichen 21%, P?, P3, R67 


23 Phagenstéammen in 1facher 


: Tabelle 5. Lysotypie der 6 P. putida-Stimme 
bis'1000facher RTV zu erfassen mit P. fluorescens-Phagen(U 26-1, R 17,-2) 


suchten, stellten wir wenige yng P. putida-Phagen(H2-1, P64-1) in der 


Ausnabmen, die jedoch erst bei RTD 
der Prifung mit der 100fachen . Pe ne 
RTD erkennbar waren, unter ies gina Fy 
Nr. T 26- farbl so 
den Phagenstaémmen fest, deren Leet) B lise) p gacy 
Lysespektrum gegen die zur An- pp 39 Co | CL it 
reicherung verwendeten P. flwo- Rp 30 a CL ss 
rescens-Stamme gleich erschien. H 2, H 3, P 64 - -- CL 
Denn es sprachen — allerdings ‘% 6 


nur auf die mindestens 100 fache 
RTD von nur 4 Phagenstéammen — noch 5 P. fluworescens-Stémme an; 
4 P. fluorescens-Stimme waren gegen alle 32 Phagenstimme resistent 
(Tab. 4). 
Spectiesspezifitat der 32 Phagenstimme 

Von den 29 P. fluorescens-Stémmen waren 26 (davon 16 in 1facher 
RTD und 9 in 100facher RTD) durch insgesamt 12 P. fluorescens-Phagen- 
stamme erfaBbar. Keiner der 29 P. fluorescens-Stamme war fir die 2 
P. putida-Phagenstimme (H 2-1, P 64-1) — auch nicht in 1000facher 
RTD — empfindlich. 


Wohl aber waren 2 P. putida-Staimme gegen 1 bzw. 2 P. fluorescens- 
Phagenstémme bereits in der RTD empfindlich. Drei P. putida-Stamme 
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wurden nur von den 2 isolierten P. putida-Phagenstémmen bereits in 
der RTD erfaBt. Ein P. putida-Stamm blieb gegen alle 32 Phagen- 
staémme — auch in der 1000fachen RTD — resistent (Tab. 5). 

Alle 15 P. aeruginosa-Staimme erwiesen sich gegen alle 32 Phagen- 
stamme in 1facher bis 1000facher RTD resistent. 


Besprechung der Ergebnisse 
Da mit den 32 auf P. fluorescens- und P. putida-Stimmen angerei- 
cherten Phagenstiimmen nahezu alle untersuchten P. fluorescens- und 
P. putida-Stiimme erfaBt werden konnten — wie sich aus der folgenden 
Zusammenstellung ergibt — ist die Lysotypie von P. fluorescens und 
P. putida grundsatzlich méglich. Die Auswahl der Phagenstaémme fiir die 
Lysotypie erfolgte empirisch nach dem Lysespektrum, das sich auf den 


Bakterienstamme Lysotypierbar mit 
Phagenresistent 
Zahl | Species 1-RTD | 100 - RTD 
29 P. fluorescens 16 9 4 
6 P. putida 5 0 1 
15 | P. aeruginosa 0 0 15 


zur Anreicherung der Phagen verwendeten Stammen bot. Es zeigte sich, 
daB Phagenstimme, die auf dem gleichen Bakterienstamm isoliert wur- 
den und morphologisch unterschiedliche Phagenlécher erkennen lieBen, 
nicht auch ein unterschiedliches Lysespektrum besitzen missen. Dies 
lieB sich jedoch selten durch die Testung in der RTD, sondern meistens 
erst durch die Titration erkennen. Ob es sich bei den Phagen, die erst 
in hoherer Phagenkonzentration Unterschiede im Lysespektrum erken- 
nen lassen, um spontan entstandene Mutanten oder Phagen handelt, 
die ihren Ursprung aus dem lysogenen Bakterienstamm nehmen, wurde 
nicht untersucht. Es ist durchaus méglich, daf die Untersuchung 
weiterer P. fluorescens-Stamme auch noch weitere Unterschiede im 
Lysespektrum aufdecken kann. 

Ks war nicht moglich, fir die einleitend angeftihrten Zwecke einen 
, Spezifischen®’ Phagen zu finden. Denn es wurde kein Phage isoliert, der 
alle Stémme einer Species oder alle protostatisch-protozide Wirkstoffe 
bildenden Stiémme lést. Auch konnten weder durch einen einzelnen 
Phagen noch durch einen Lysotyp Stémme mit gleichen biochemischen 
Leistungen, die nach den vorausgegangenen Untersuchungen (KLINGE 
1959a) bei P. fluorescens und P. putida unterschiedlich sein kénnen 
(Hamolyse, Laevanbildung, Bildung von Sdure aus Trehalose, Rham- 
nose, Inosit oder Sorbit, Fluorescinbildung), gegeneinander abgegrenzt 
werden. Diese Feststellung ist deshalb besonders wichtig, um zu wissen, 
ob man mit Hilfe von Phagen — als letzter Moglichkeit — die aus einer 
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Kultur eines P. flworescens-Stammes isolierten Subkulturen mit ver- 
schiedenen biochemischen Leistungen als biochemische Varianten oder 
als ,, Verunreinigung‘‘, und damit die Ausgangskultur als ,,Mischkultur“ 
ansprechen darf und muB. Diese Frage laBt sich durch die vorliegende 
Untersuchung beantworten. 


Tabelle 6. Vergleich der biochemischen Leistungen, gegenseitiger Wachstumshemmung, 
Phagenisolierung und Phagenempfindlichkeit von Subkulturen der P. fluorescens- 
Stimme U 36, U 10 und R17 
= sssssssssssssss———sS—d 


P. fluorescens-Stamm Nr. 


U 36,| U 10, 


Eigenschaften 
U 36, 


U 36, 


U 10,| U 10,| R 17,| R17, 


Hamolyse —}/—] + 
Fluorescinbildung — | — 
Saurebildung aus Trehalose —}+ y+ 
Laevanbildung +} +) + 
Im Wachstum gehemmt von 
P. fluorescens-Stamm Nr. S49 

F 20 |R 20 |R 20 

U26\U26|U26| — | — |R40|P2 |R20 

F 38 |R 38 |R 38 S66 |P3 

E17.) 17, 


| 
+) 44+ 
| ++ 
++4+4+ 


Hemmt das Wachstum U33| — |866|U 36, 
von P. flworescens-Stamm Nr. U 33 |U 33 


Zahl der isolierten Phagen mit 
morphologisch unterschiedlichen 
Phagenléchern 3 3 3 1 0 2 0 4 

Auflésung durch Phagenstémme 
in der RTD 

U 36,-1, U 36,-2, U 36,-3, 


U 36,-1, U 36,-2, 

U 36,-1, U 36,-2, U 36,-3 

U 36,-3 

U 10,-1, U 10,-1, U 10,-2 

U 26-1 

U 22-1, R 38-1, U 22-2 

R 17,-1, R 17;-2, R 17,-3, R 17,-4 

Auflésung durch Phagenstimme 
nur in hoher Phagenkonzentration 

R 20-3 + 

U 36,-2, U 36,-1, U; 10-1, eee) lead 

U 36,-3, U 10,-1, U 36, —2 | | 


+++ 
+ 
| 
| 
| 
4 
| 
+ | 


4 


Besonders waren wir an der Frage interessiert, ob hamolysierende 
P. fluorescens-Stamme mit solchen daraus angelegten Subkulturen iden- 
tisch sind, die im Laufe von Kulturpassagen ihr Himolysevermégen und 
damit die Fahigkeit, den von GrAr (1958) isolierten protostatisch-proto- 
ziden Wirkstoff zu bilden, verloren haben; auf das Vorkommen des 
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Hamolyseverlustes haben wir friher schon hingewiesen (KLINGE u. 
Grir 1959, Krrncx 1959a). Der besseren Ubersicht wegen haben wir die 
Eigenschaften der zur Diskussion stehenden Stimme in einer Tabelle 
zusammengefaBt (Tab.6). Darin sind von den biochemischen Eigen- 
schaften die unterschiedlichen, von der gegenseitigen Wachstums- 
hemmung, der Phagenisolierung und der Phagenempfindlichkeit alle 
Befunde eingetragen. 

Nur auf einer (R 17,) der Subkulturen des Stammes Kk 17, die sich 
in ihren biochemischen Leistungen nur durch die Hamolyse, im Wachs- 
tumshemmungsspektrum gegentiber 8 von insgesamt 9 Stémmen und 
durch eine vollstandig verschiedene Empfindlichkeit gegentiber 8 Pha- 
genstammen, unterschieden, konnten Phagen angereichert werden. Wenn 
wir auch der Zahl der auf den Subkulturen angereicherten Phagenstam- 
men keine Bedeutung zumessen — zumal bei der Erstisolierung Phagen 
mit verschiedener Lochform tibersehen werden kénnen —, so weist die 
Tatsache, daB unter den gleichen Anreicherungsbedingungen auf der 
einen Subkultur mehrere Phagenstémme mit morphologisch verschie- 
dener Lochform, auf der anderen tiberhaupt keine Phagen isoliert werden 
konnten, doch auf einen Unterschied hin. Wir halten daher die Stamme 
R 17, und R 17, fiir unterschiedlich. 

Trotz der Abweichung in der Saéurebildung aus Trehalose, in dem 
Wachstumshemmungsspektrum und in der Zahl der darauf angereicherten 
Phagenstiimme miissen wir die Subkulturen U 10, und U 10, des 
Stammes U 10 wegen ihres gleichen Lysotyps als identisch ansehen. — 
Da sich die Subkultur U 10, dagegen auBer der Saiurebildung aus Treha- 
lose von U 10,, auBer der fehlenden Himolyse und Laevanbildung sowie 
dem unterschiedlichen Wachstumshemmungsspektrum auch durch die 
fehlende Anreicherung von Phagen und durch die unterschiedliche 
(fehlende) Empfindlichkeit gegeniiber Phagen in der RTD von den beiden 
anderen Subkulturen unterscheidet, miissen wir diesen Stamm als 
different von den beiden anderen Subkulturen bezeichnen. 

Zwar unterscheiden sich die Subkulturen von Stamm U 36, U 36, 
und U 86, durch die Séurebildung aus Trehalose, doch lassen sie in 
ihrem Wachstumshemmungsspektrum nur geringe, in der Zahl der 
angereicherten Phagen und der Phagenempfindlichkeit tiberhaupt 
keine Abweichungen erkennen. Daher werden diese Staémme sicher als 
identisch angesehen. — Die Subkultur U 36, stimmt hinsichtlich des 
mit allen 9 Phagen, die auf den 3 Subkulturen angereichert wurden, 
untersuchten Spektrums und Titers véllig mit den beiden anderen 
Subkulturen tiberein; er weicht jedoch in der Empfindlichkeit gegen- 
iiber dem Phagen U 26-1 und drei(U 10,-1, U 10;-1, U 10-2) in ihrem 
Lysespektrum identischen Phagen von den beiden Subkulturen ab, so 
da8 wir diesen Stamm, obwohl sein gesamtes Phagenspektrum mit dem 


Pseudomonas fluorescens, ein Boden- und Wasserkeim. III 283 


der beiden anderen Subkulturen nicht ganz identisch ist, doch nicht als 
verschieden bezeichnen wollen. 

Obwohl im Laufe weiterer Uberimpfungen die Stimme R 17, und 
U 10, ihre Hamolysefihigkeit eingebiiBt haben, zeigte eine danach 
wiederholte Phagentypisierung keine Veranderung im Lysotyp auf. Wir 
glauben daher nicht, daB die Abweichung im Lysotyp von U 36, mit 
seiner hamolytischen oa in Zusammenhang gebracht werden 
kann. 

Somit ist gezeigt worden, daB in P. fluorescens-Kulturen Varianten 
mit unterschiedlichen Eigenschaften (Hamolyse, Séurebildung aus Tre- 
halose) vorkommen kénnen, die jedoch bei gleichem Lysotyp als iden- 
tisch angesehen werden miissen, wobei die Identitat auf den die Phagen- 
empfindlichkeit bestimmenden biochemischen Aufbau der Bakterien 
bezogen ist. Bei den hier beschriebenen Species, deren Untersuchung 
der biochemischen Eigenschaften bereits einen gewissen Aufwand er- 
fordert (KLINGE 1959a), ist es méglich, die vorhandene (Identitat) oder 
fehlende Zugehérigkeit von biochemischen Varianten zu dem Ausgangs- 
stamm oder die Identitat von zwei Kulturen mit Hilfe von Phagen zu 
bestimmen. — Die meisten P. fluorescens-Phagen besaBen eine Species- 
spezifitat. Keiner der P. fluorescens- und P. putida-Phagen, lysierte je- 
doch P. aeruginosa-Stimme. DaB P. aeruginosa-Phagen P. fluorescens- 
Staémme nicht angreifen, hatte Poren (1957) mitgeteilt. 

Es war interessant festzustellen, da die von Dr. OrrH erhaltenen, aus 
Transfusionsblut isolierten P. fluorescens-Stimme S851 und S 927, 
deren biochemische Leistungen vollstandig iibereinstimmen, auch in 
ihrer Phagenempfindlichkeit identisch waren. Die anderen beiden von 
Dr. Marrues erhaltenen, ebenfalls bei Transfusionszwischenfaillen iso- 
lierten Stémme, von denen der Stamm PC 117 nicht, der Stamm PO 136 
stark hamolytisch ist, stimmen in den tibrigen biochemischen Leistungen 
und in der Phagenempfindlichkeit tiberein, so daB kein Anhaltspunkt 
vorhanden ist, diese Staémme als verschieden zu betrachten. 


Zusammenfassung 

Nach Anreicherung auf P. flworescens- und P. putida-Stammen wur- 
den aus Abwasser 32 Bacteriophagen isoliert. Teilweise konnten auf 
einem Bakterienstamm mehrere Phagen mit morphologisch verschie- 
denen Phagenléchern geziichtet und getrennt werden; solche Phagen 
besaBen nicht immer auch ein unterschiedliches Lysespektrum. Keiner 
der Phagen léste P. aeruginosa-Stimme; nur 2 P. fluorescens-Phagen 
lésten einige P. putida-Stémme ; kein P. putida-Phage loste P. fluorescens- 
Stimme. Die Ergebnisse der Phagentitration und die erhaltenen Lyse- 
spektren werden beschrieben. Subkulturen einiger P. fluorescens-Stamme 
werden hinsichtlich ihrer biochemischen Leistungen, der gegenseitigen 
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Wachstumshemmung und der Phagenempfindlichkeit verglichen. Es 
konnte kein Phage isoliert werden, der nur solche P. fluorescens- Stamme 
auflést, die bestimmte einzelne (Fluorescinbildung, Laevanbildung, 
Hamolyse, Siurebildung aus Trehalose) biochemische Leistungen auf- 
weisen. Biochemische Variation und Lysespektrum laufen nicht parallel. 
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Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Mikrobiologie der Universitat GieBen 


Mikrobiologische Untersuchungen zur Frage 
der Selbsterhitzung organischer Stoffe * 


Von 
GUNTER NIESE 


Mit 20 Textabbildungen 
(Hingegangen am 29. Juni 1959) 


Die in der Natur weit verbreiteten Vorgiinge, bei denen sich organische 
Substanzen selbst erhitzen, kénnen in 2 Gruppen eingeteilt werden: 
1. Die erwiinschte Selbsterhitzung, die zur Aufbereitung von organischen 
Abfallstoffen notwendig ist und deren Eintritt und Verlauf gefordert 
werden mu. 2. Die nicht erwiinschte Selbsterhitzung, die eine Wert- 
minderung oder Vernichtung des sich selbst erhitzenden Materials zur 
Folge hat. Selbsterhitzungsvorgange dieser Art miissen zur Verhiitung 
wirtschaftlicher Schaiden verhindert oder einer Kontrolle unterworfen 
werden kénnen. Zur ersten Gruppe der Selbsterhitzungsvorginge gehort 
besonders die nutzbringende Verwertung landwirtschaftlicher und 
stadtischer Abfallstoffe. Aus hygienischen Griinden ist es nach den 
bisherigen Kenntnissen erforderlich, da8 bei der Verrottung dieser Stoffe 
die Temperatur 60° C iibersteigt. Die Wirtschaftlichkeit der einzelnen 
Arbeitsverfahren wird wesentlich von der Zeit beeinfluBt, in der die 
hohen Temperaturen erreicht werden. Zur zweiten Gruppe zahlen alle 
Selbsterhitzungsvorginge, denen wertvolle Ausgangsmaterialien unter- 
liegen kénnen, in erster Linie die’ Bereitung und Lagerung von Rauh- 
futter. Kine begrenzte Erwirmung frischen Heues (Schwitzproze8) wird 
fiir die Futterbereitung angestrebt; die Selbsterhitzung von Heu und 
ahnlichem auf Temperaturen von 70°C und hoher schafft jedoch die 
Voraussetzung fiir die Selbstentziindung. 


Die Frage der Selbsterhitzung wurde besonders von Mrene (1907, 1930), 
Bure (1919), HitpEBRAND (1927), TRUNINGER (1929), Hint (1944), im Handbuch 
fiir landwirtschaftliche Bakteriologie (1935) u. a. behandelt. M. B- ALLEN (1953) gibt 
einen umfassenden Uberblick iiber die thermophilen, aeroben Bakterien. Mina 
(1907, 1930) unternahm als erster ausgedehnte Versuche iiber die Ursachen der 
Selbsterhitzung des Heues. Aus den der Selbsterhitzung unterworfenen Stoffen 
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isolierte und beschrieb MreHE neben mehreren Pilzen und Actinomyceten 2 Arten 
von Bakterien, Bac. coli (Escherich) Mig., forma foenicola m. und Bac. calfactor nova 
species. Bac. coli, f. foenscola, unterschied sich von Pseudomonas trifolii (Huss) 
(Bact. herbicola aureum, Diiggeli) durch die Fahigkeit der Vergaérung von Kohlen- 
hydraten. Durch die Beimpfung steriler Substrate mit Reinkulturen dieser Organis- 
men gelang es Mirue, Selbsterhitzung hervorzurufen. Ohne Beimpfung trat in den 
sterilen Medien keine Temperatursteigerung ein. Nicht sterilisiertes Heu erhitzte 
sich in einem Vergleichsversuch auf 74° C. Aus den Ergebnissen seiner Versuche zog 
Mireur den SchluB, daB die Selbsterhitzung pflanzlicher Stoffe bis etwa 75° C durch 
die Tatigkeit von Mikroorganismen hervorgerufen wird. HI~pEBRAND (1927) 
bestatigte im wesentlichen in sehr umfangreichen Laboratoriumsversuchen die 
Angaben Mirues, da die Trennung von Selbsterhitzung und Mikroorganismen 
nicht méglich ist. Die von Tscutrcx (1917, 1918) vertretene Ansicht, wonach die 
anfangliche Selbsterhitzung des Heues durch Oxydasen hervorgerufen und durch 
Reduktasen iiber 50° C weitergefiihrt werden, lehnte H1LDEBRAND ab. DUGGELI 
(1906) stiitzte mit den Ergebnissen eigener Untersuchungen iiber Keimzahlen und 
Keimarten in Heustécken, die unterschiedliche Erwarmung zeigten, die Theorie 
Mirnes von der biologischen Ursache der Selbsterhitzung. Demgegeniiber stellte 
Burret (1919) keine Vermehrung von Mikroorganismen, besonders von thermophilen 
Bakterien, in Substraten fest, die sich selbst erhitzten. Er bezweifelte deshalb, da8& 
Mikroorganismen zur Warmebildung wahrend der Selbsterhitzung notwendig seien. 
Die Entwicklung von Mikroben ware deshalb eher die Folge als die Ursache der 
beobachteten Warme. 


Tn neuerer Zeit wurde die Selbsterhitzung von zahlreichen Autoren untersucht: 
James (1927), James, Rerrcer u. THom (1928), WEDBERG u. REtTTGER (1941), 
Norman, RIcHarps u. CaRLYLE (1941), CARLYLE u. NormAN (1941), BaRTHOLOMEW 
u. Norman (1953), WxBLeEy (1948), ForsyrH u. WEBLEY (1948). Dabei wurden 
iibereinstimmend Beziehungen zwischen der Warmeentwicklung und den im Sub- 
strat vorhandenen Mikroorganismen gefunden. Der Beweis, daB die Selbsterhitzung 
die Folge der Lebenstatigkeit von Mikroben ist, konnte jedoch nur zum Teil 
erbracht werden. Aus Versuchen von WEDBERG u. RErTGER (1941) sowie von 
Miene (1930) geht hervor, daB mesophile Mikroben die Selbsterhitzung einleiten 
konnen. Versuche, durch die Beimpfung steriler Substrate mit Reinkulturen thermo- 
philer Bakterien héhere Temperaturen zu erzielen, blieben erfolglos. Bei der Durch- 
sicht der Literatur wurde weiterhin festgestellt, da die Ergebnisse von Selbst- 
erhitzungsversuchen von der angewendeten Methodik weitgehend abhangig waren. 
Von gro8ter Bedeutung war hierbei die, mehr oder weniger erfolgreiche Ver- 
meidung von Warmeverlusten wihrend der Selbsterhitzung kleiner Mengen organi- 
scher Substanz, wie aus den Ergebnissen der Versuche von CARLYLE u. NORMAN 
(1941) hervorging. Die Warmeverluste muften sich in zahlreichen Versuchen 
nachteilig auf die Hohe der erreichten Maximaltemperaturen und den Ablauf des 
Temperaturanstieges auswirken. Dadurch wird die kritische Beurteilung zahlreicher 
Versuchsergebnisse sehr erschwert und zwar besonders dann, wenn die Kinwirkung 
mehrerer Faktoren auf die Selbsterhitzung zu beriicksichtigen ist. Die Bedeutung 
der Warmeisolierung in Selbsterhitzungsversuchen wurde bereits von MIEHE (1930) 
herausgestellt. 


In der vorliegenden Arbeit wird unter Selbsterhitzung die Ent- 
wicklung von Warme in einem Substrat verstanden, dessen Temperatur 
dadurch tiber die der Umgebung gehoben wird. Die Arbeiten beschrankten. 
sich hauptsichlich auf den Temperaturanstieg bis zur Grenze der 
biologischen Aktivitét bei etwa 75° C und hatten zum Ziel, das Verhalten 
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der Mikroorganismen wahrend der Temperatursteigerung in verschie- 
denen Substanzen zu verfolgen. Durch Keimzahlungen nach der Platten- 
methode sollten die Veranderungen der Keimzahlen mesophiler und 
thermophiler Bakterien wahrend der Selbsterhitzung festgestellt werden. 
Zur Erganzung waren mikroskopische Untersuchungen nach der Me- 
thode CHoLopny-Rosstr und die systematische Prifung von Reinkulturen 
thermophiler Bakterien vorgesehen. 

Weiterhin interessierte die Frage, in welchem Umfang der mit der 
Kompostierung verbundene Abbau der organischen Substanz im Mill 
dessen Selbsterhitzungsfaihigkeit unter den Bedingungen des La- 
boratoriumsversuches herabsetzt. 

Zur Durchfiihrung der vorgesehenen Versuche war es notwendig, eine 
geeignete Methodik zu erarbeiten. Hierbei war besonderer Wert auf die 
Vermeidung von Warmeverlusten zu legen. Die chemischen und physika- 
lischen Voraussetzungen fiir den Eintritt und Ablauf der Selbsterhitzung 
wurden beachtet. Ihre eingehende Untersuchung lag nicht im Rahmen 
dieser Arbeit. 


Methodik der Selbsterhitzungsversuche 


Zylindrische Dewargefaife mit 1000 ml Inhalt wurden bis etwa 3 cm unter den 
oberen Rand mit dem zu priifenden Material gefiillt. Der VerschluB der GefaBe 
erfolgte mit mehreren Lagen Watte, die durch Verbandmull zusammengehalten 
wurden. In jedes GefaB wurden ein oder zwei Kupfer-Konstantanthermoelemente 
so eingesetzt, da ihre MeBpunkte in der Mitte des Materials lagen. Die Messung der 
Temperaturen wurde wahrend des Temperaturanstieges nach jeweils 30 min bzw. 
1 Std vorgenommen. Hierbei diente die Temperatur schmelzenden Eises als Basis. 
Die vorbereiteten Dewargefafe wurden in einem elektrisch beheizten Brutschrank 
aufgestellt und der Selbsterhitzung iiberlassen. Bei jeder Temperaturmessung wurde 
die Temperatur des Brutschrankes so eingestellt, daB sie 1—5° C unter der Tem- 
peratur der sich selbst erhitzenden Substanz lag. Auf diese Weise wurden Warme- 
verluste weitestgehend vermieden. Diese Anordnung wurde fiir die Versuche mit 
Wiesenheu und Miill (Vers. 8—11) beibehalten. Sie hatte den Nachteil, da8 die 
Versuchsanlage standig tiberwacht werden muBte. In spiteren Versuchen konnte 
dieser Nachteil durch den Einsatz einer automatischen Temperaturdifferenz-Regel- 
und Registrieranlage beseitigt werden. Die Beschreibung dieser Anlage erfolgt auf 
8. 295. 

In jedes Dewargefa8 wurde ein Objekttrager in Hohe der MeRstellen der Thermo- 
elemente eingelegt (Methode CuoLopny-Rosst, 1930). Die Farbung der Objekt- 
trager erfolgte nach der Fixierung iiber der Flamme 5 min mit Carbol-Erythrosin 
(1°/, Erythrosin in 5°/, Carbolwasser). Danach wurde mit Wasser abgespiilt und 15min 
mit Kristallviolett (20 Teile Wasser + 1 Teil gesattigtes alkoholisches Kristall- 
violett) nachgefarbt (HENSSEN 1957). 

Zur Untersuchung des Materials wurde jeweils 1 Gefa8 aus dem Brutschrank 
entnommen. Die Probeentnahme erfolgte in Héhe der Thermoelemente und Objekt- 
trager. Die Keimzahlungen wurden auf Fleischextrakt-Hefe-Agar nach der Koch- 
schen Plattenmethode bei Bebriitungstemperaturen von 25 und 55°C vor- 
genommen. + 

Fleischextrakt-Hefe-Agar. 2,0¢ Na,HPO, (nach S6rENsEN); 3,0 g NaCl; 
10,0 g Liebigs Fleischextrakt; 5,0 g Pepton (Merck); 1,0 g Difco Yeast Extract; 
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15,0 g Agar; 1000 ml Leitungswasser ; oder fiir die Versuche mit Wiesenheu 500 ml 
Leitungswasser ++ 500 ml Heudekokt. py des Nahrbodens 7,0—7,2. 

Heudekokt. 100 g gutes Wiesenheu wurden mit 3 1 Leitungswasser 10 min bei 
120° C erhitzt. Nach Neutralisierung mit n/1 NaOH und Klarung mit Aktivkohle 
wurde der Dekokt heif filtriert. 

Die Zahlung der thermophilen Bakterien nach der Plattenmethode wird durch 
deren Neigung zum Uberwachsen der Agaroberflache oft sehr erschwert. Diese 
Schwierigkeit lie8 sich dadurch vermindern, daB der Agar vor dem Ausgiefen in die 
Platten auf eine méglichst niedrige Temperatur abgekiihlt wurde und die Platten 
nach dem Erstarren des Agars sofort gewendet wurden. Dadurch konnte die Bildung 
von Kondenswasser weitgehend vermieden und der Anteil der rasenartig wachsenden 
Kolonie in Grenzen gehalten werden. 


Tabelle 1. Selbsterhitzung von Gras, Wiesenheu, Luzerne und Mill + Faulschlamm 
in Dewargefapen 


ee TIE 
Keimzahlen in Mill. 


‘Si 4 Erhit- in 1g Material 

A Ver zungs AuBen- Wasser- (feucht) Fleisch- 

B ‘ suchs- tempe- Firat Fleron a 

S Material dauer| °™P& | ratur gehalt De | Chak ee eee 

B ratur Bebriitungs- 

2 temperatur 
Std etc ale; Als yo a | 58°C 

1 | Gras, frisch, locker 0 | 20 | 25 | 79,0] 60 | — | re 


gepackt 28 45 4 _ — 346,6 3,27 
53 62 61 81,0 | 8,85 161.0. 420,0 
0 
8 


2 | Wiesenheu, angefeuch- 20 23 74,6 | 6,2 — — 


tet, fest gepackt 25 24 oo 
36 65 63,5 | 
51- 68,5| 67,6) 72,8 } 8,4 —' | = 
3 | Luzerne, vergrast; o | 23 20 "| 81,4 1 °— 83,3) 0,001 
frisch, geschnitten, 47 57 60 80,2 — 28,5| 40,0 
Einwaage: 245 ¢ 
4 | Luzerne, wie Nr. 3; 0 23 20 — 
nicht geschnitten, 47 65,5] 60 | 
Einwaage: 188 ¢ | 
5 | Luzerne, angetrocknet;} 0 24 25,3] 58.9 ETS OOK 0,0195 
geschnitten 29 68,8| 67,3 
Hinwaage: 244 g 54 71,3| 70,0] 60,3 | 8,25] 15,0) 23,0 
6 | Luzerne, wie Nr. 54 0 23 20,7 
49 56 21,8 
A. 2 72 | 54 | 48 
92 | 67 61 ore 
7 | Frischmiill -+- Faul- 0 751° = -|40—50) 77:9: 9 11870;0 er Oltos 
schlamm® (Baden- 10 20 22 a 
Baden) sa | 70 | 68,2| 51,9 | 8,2 | 2,6) 31,7 


1 GefaR bei Zimmertemperatur. 
2 GefiB im Brutschrank aufgestellt. 
3 Material vor Beginn des Versuches im Kiihlraum gelagert. 


Die vorstehend beschriebene Methodik wurde durch eine Reihe von 
Vorversuchen iiberpriift. Ihre Ergebnisse, die in Tab. 1 zusammengefabt 
worden sind, rechtfertigten die Verwendung von 11 DewargefaBen 
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zum Studium der Selbsterhitzung von Gras, Luzerne, Heu und Miill 
unter der Voraussetzung, daf die GefaBe in einem Brutschrank auf- 
gestellt wurden, dessen Temperatur an die GefaBtemperatur angepaBt 
wurde. Gemische aus Torf und Faulschlamm mit und ohne Zusatz von 
Nahrsalzen sowie aus Zellstoff und Faulschlamm zeigten in Dewar- 
gefaBen keine Selbsterhitzung. Obwohl die Selbsterhitzung von Torf- 
Faulschlammgemischen in Garkisten (GLATHE 1951) eintrat, wurde auf 
ihre weitere Verwendung verzichtet, da ihr Volumen von 0,343 m® fir 
die vorgesehenen Untersuchungen nicht geeignet war. 


Selbsterhitzung von Wiesenheu und Miill 


Den Versuchen zur Selbsterhitzung von Wiesenheu und Mill lagen die 
folgenden Fragen zugrunde: 1. Wie verlauft die Temperaturkurve bei 
der Selbsterhitzung organischer Substanzen, in DewargefaBen? 2. Wie 
verhalten sich die Keimzahlen fiir mesophile und thermophile Mikroben 
wahrend des Temperaturanstieges bis zur Maximaltemperatur und nach 
langerer Einwirkung héherer Temperaturen? 3. Welche Veranderungen 
zeigt die Mikroorganismenpopulation wahrend der Selbsterhitzung ? 
4. Welchen Einflu8 iibt die Brutschranktemperatur auf den Inhalt der 
DewargefaBe aus? 


Versuche mit Wiesenheu — Versuch 8 


600 g lufttrockenes Heu wurden in etwa 3 cm lange Stiicke geschnitten, mit 
1250 ml kaltem Leitungswasser iiberspritht und gut gemischt. Mit Pergamentpapier 
abgedeckt und mafig fest zusammengepreBt, blicb das Heu zunachst 18 Std kithl 
stehen, um eine gleichma&ige Durchfeuchtung zu erzielen. 6 DewargefaiBe wurden 
mit je 250 g feuchtem Heu gefiillt und mit Watte verschlossen. Zu Beginn des Ver- 
suches betrug der Wassei zehalt 71,13°/,. 


1. Temperaturverlauf 


Die Temperaturkurve (Abb.17, 8.313) zeigt den sehr gleichmaBigen 
und raschen Anstieg der GefaiBtemperaturen. Zwischen 44 und 48° C 
lie die Geschwindigkeit der Temperaturzunahme voriibergehend nach. 
Diese Erscheinung wurde bereits in den Vo-versuchen beobachtet und 
trat auch bei der Wiederholung dieses Versuches auf. 


2. Ergebnisse der Keimzadhlunaen 


In der Tab. 2 sind die Ergebnisse der Keimzhlungen zusammen- 
gefaBt. Die hochsten Zahlen ftir mesophile Bakterien wurden in Versuch 8 
gefunden, nachdem die Selbsterwirmung auf 35° C gestiegen war. Im 
Laufe der weiteren Teimperatursteigerung ging die Zahl der Mesophilen 
wieder zuriick. Demgegeniiber nahmen die Keimzahlen fiir thermophile 
Bakterien bis zu einer Erhitzungstemperatur von 45° C nur wenig zu, 
zeigten, jedoch bei fortschreitender Erhitzung auf 55°C einen sehr 
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starken Anstieg und blieben bis 65° C etwa auf der gleichen Héhe; bei 
70° C war die Keimzahl der Thermophilen wieder leicht gesunken. Die 
Keimzahlung am Ende des Versuches nach 159 Std und bei einer GefaB- 
temperatur von 66—67°C ergab eine erneute geringe Vermehrung 
der mesophilen und thermophilen Bakterien. Mesophile und thermophile 


Tabelle 2. Selbsterhitzung von Wiesenheu in Dewargefipen — Keimzahlen, Wasser- 
gehalt und py-Werte — (Fleischextrakt-Hefe-Agar ~- Heudekokt) 
Keimzahlen in Mill. in 1 g Heu (feucht) 


Bebriitungstemperaturen 


by Ver- Ver- | ; 
GefaB- eaten Versuch 8 Wasser-) ouchs- Versuch 9a pu in 
temperatur anna? gehalt anton A 
°C Std 25° C 55° C Bi Std 25° © 55° C n/i KCl; H.O 
te ee eee SS ee ne 
Ausgangs- 
material. 0 4,33 0,026| 71,13 0 4,2 0,045 ea, 6,0 
35 16 3233,0 0,072| 71,88 | 10 3066,0 0,04 6.6 6,8 
40 12 4600,0 0,0633 | 6,7 7,0 
45 201/, |1070,0 | 1,37 | 71,83 | 131/, |3766,0 | 0,08 | 7.4 | 7,6 
50 — _— _ -- 18 94,0 53 7,4 es. 
55 274), 28,0 | 48,0 72,60 | 20 22,0 | 13.0 7,65 8,3 
65 gi, | 3,8 (40,3 171,32) — | = | =e 
70—71 89 0,175) 5,8 69,90 — | _— | . 
73 334fck  3.8517,5 | 6 lone 
66—67 |159 0,7 16,8 67,10 — | — | — (as OF = 


Actinomyceten sowie mesophile Pilze traten auf dem Fleischextrakt- 
Hefe-Nahrboden, in diesem Versuch und in den weiteren Versuchen 
vereinzelt auf, sie wurden jedoch bei den Keimzahlungen nicht be- 
ricksichtigt. 

Der Wassergehalt des Heues andert sich wihrend des Temperaturanstieges nicht 
wesentlich, wie aus der Tab.2 hervorgeht. Die Abnahme des Wassergehaltes am 


Ende des Versuches war auf Verdunstung zuriickzufiihren. Die Ansammlung von 
Fliissigkeit am Boden der Gefife wurde nicht beobachtet. 


Versuch 9 
Zur Priifung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des Versuches 8 
wurde ein weiterer Versuch (9a) mit dem gleichen Wiesenheu und mit 
unverainderter Methodik durchgefiihrt. Der Wassergehalt des Heues 
betrug zu Beginn des Versuches 72,5°/9. 


1. Temperaturverlauf 


Der Temperaturanstieg in Versuch 9a wird durch die Abb. 18 (8.313) 
wiedergegeben. Vergleicht man die Temperaturkurven der Versuche 8 
und 9a, so findet man eine gute Ubereinstimmung des Vorganges der 
Selbsterhitzung. In beiden Fallen trat eine Verzégerung des Tem- 
peraturanstieges bei Temperaturen zwischen 45 und 48°C ein. Die 
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Maximaltemperaturen lagen in beiden Versuchen oberhalb von 70° C. 
Unterschiede bestanden insofern, als die Geschwindigkeit der Selbst- 
erhitzung bei Versuch 9a gréBer war als bei Versuch 8. Die Abweichungen, 
die sich in dem Temperaturbereich tiber 65° C ergaben, kénnen auf 
Grund dieser 2 Versuche nicht erklart werden, da die Gefa®temperaturen 
in Versuch 9a zwischen 60 und 70° C nicht gemessen wurden. 


2. Ergebnisse der Keimzihlungen 


Die Keimzahlen dieses Versuches stimmten mit denen, des Versuches 8 
ebenfalls gut tiberein, wie aus Tab.2 zu entnehmen ist. Die héchsten 
Zahlen fiir mesophile Bakterien wurden in der Probe gefunden, die sich 
auf 40° C erhitzt hatte. Die thermophilen Bakterien, deren Keimzahlen 
sich bis zu der Erhitzung auf 45° C nur gering erhdht hatten, zeigten bei 
der weiteren Erhitzung auf 50° C einen sprunghaften Anstieg. Mit der 
Selbsterhitzung des Heues auf 55 und 73°C nahmen die Keimzahlen 
fiir thermophile Bakterien weiter zu, wahrend die der mesophilen 
Bakterien stetig zurii¢kgingen. 


3. py-Werte wihrend der Selbsterhitzung 


Zur Messung der py-Werte wurde aus den GefaBen Material entnommen und bis 
nach Beendigung des Versuchs im Kiihlschrank aufbewahrt. Die Messung erfolgte 
potentiometrisch in Aufschwemmung von 1 Teil Heu in 5 Teilen dest. Wasser und 
n/1 KCl. Aus der Tab. 2 geht der Anstieg der py-Werte waihrend der Selbsterhitzung 
bis 55° C hervor. Nach der Erhitzung auf 73° C war wieder eine geringe Abnahme 
des po-Wertes festzustellen. 


4. Ubergang von Wérme auf die Dewargefipe 

Zur Untersuchung der methodisch wichtigen Frage, mit welcher 
Geschwindigkeit die Warme des Brutschrankes auf den Inhalt eines 
DewargefaBes tibergeht, wurden die Mikroorganismen des Heues durch 
Hitzesterilisation abgetotet und damit die Selbsterhitzungsfahigkeit 
ausgeschaltet. Auf Fleischextrakt-Hefe-Agar-Platten ausgelegte Heu- 
stticke ergaben nach AbschluB des Versuches kein Wachstum. Das 
sterilisierte GefaiB 9b wurde zusammen mit den DewargefaBen des 
Hauptversuches 9a im Brutschrank aufgestellt, dessen Temperatur 
innerhalb von 331/, Std von 26° C auf 71°C erhéht wurde. Nachdem die 
Brutschranktemperatur weitere 15 Std, 71° C betragen hatte, wurden in 
dem sterilisierten GefiB 64°C gemessen. Daraus geht hervor, daB die 
héhere Brutschranktemperatur nur verhaltnismaBig langsam auf den 
Inhalt eines DewargefaBes tiberging. 


Versuche mit Mill — Versuch 10 


Die beiden folgenden Versuche erstreckten sich auf die Selbsterhitzung 
von Gemischen aus Mill und Faulschlamm. An der bisher angewendeten 
Methodik wurde nichts geandert. 

Arch, Mikrobiol., Bd. 34 20 
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Der als Substrat dienende Frischmiill wurde am 20. 5. 1958 in der Kompost- 
anlage Baden-Baden aus der Absiebung 0—40 mm wahrend der laufenden 
Verarbeitung vom Férderband entnommen. Der Miill enthielt erhebliche Mengen 
organischer Stoffe. Eine systematische Entfernung der bei dieser KorngroBe noch 
im Miill anwesenden Feststoffe, wie Steine, Scherben, Knochen u. 4. oder eine 
weitere Zerkleinerung erfolgte nicht. Mill und Faulschlamm wurden bis zur Ver- 
wendung in einer Kihltruhe bei 0—5° C gelagert. Die Mischung von 10 Teilen 
Frischmiill mit 1 Teil Faulschlamm erfolgte unmittelbar vor dem Ansetzen des 
Versuches im Laboratorium. Fiir den Versuch wurden 5 GefaBe mit je 500g 
angefeuchtetem Mill gefiillt. Der Wassergehalt des Ausgangsmaterials betrug im 
Durchschnitt von 5 Bestimmungen 41,1°/). 


1. Temperaturverlauf 


Den Verlauf der Selbsterhitzung des Miills zeigt Abb. 20 (S. 313). Der 
Anstieg der Temperatur setzte hier sofort nach Beginn des Versuches ein 
und blieb wahrend der gesamten Versuchsdauer verhaltnismaBig stetig. 
Im Gegensatz zu den bei Heu erzielten Ergebnissen war in diesem Versuch 
nur eine sehr geringe Verzégerung des Temperaturanstieges im Bereich 


Tabelle 3. Selbsterhitzung von Miill in Dewargefiipen — Keimzahlen, Wassergehalt und 
py-Werte — (Fleischextrakt-Hefe-Agar). 
Keimzahlen in Mill. in 1 g Mill (feucht) 


i 


Bebriitungstemperaturen 


i [ence Ey SS Say 


Gefi8- ae Versuch 10 WAS Ver- Versuch 11 | Was- pu in 
inennee dar suchs- ser- | suchs- ser- 
dauer gehalt} dauer ; gehalt| B/1 

2G Bea (MeO: lnebS U4 0), le gaehn ze © 55°C |” oj, | KCL | H,0 
Ausgangs- 
material 0 |4800,0 0,0266) 41,1] 0 8000,0 0,5 46,6 | 7,63 | 7,85 

35 81/,|7100,0 0,218 |43,3} — _ — — —| — 

40 — -- - 8+/,) 12000,0 0,3225) 46,0 | 7,65 | 7,70 


45 15 |5530,0 | 0,266 |49,1} — 
55 23 | 306,0 |110,66 | 48,0) 214/,| 1533,0 |700,0 46,2 | 7,85 | 7,88 


65 > | 31 5,33| 41,0  |46,7| 281/, 9,0 |240,0 | 44,2 | 8,25 | 8,03/ 
9,3 

73,4—73,6| 48 3,83| 30,0 | 45,8] 441/, 4,5 | 19,25 | 44,3 | 8,35" 8,00 
16,2" dltoas 68!/, 1,2 | 13,5 |40,3}8,10 | 7,98 
73,4 125 0,415) 5,5 | 39,0| 8,05 | 7,87 
70,8 212 0,36 | 6,66 | 32,7 | 8,00 | 7,70 


Mittelwerte aus je 4 Parallelbestimmungen. 


von 45—48° C zu verzeichnen. Vergleicht man hierzu das Verhalten 
der thermophilen Bakterien, dann ergibt sich folgendes Bild: Im Mull 
war sowohl die Zahl der primar vorhandenen thermophilen Bakterien als 
auch die Keimzunahme im Bereich der Temperaturen von 45—55° C 
groBer als im Heu. Damit kann auf eine verstaérkte Aktivitat der thermo- 
philen Bakterien im Mill ab 45°C geschlossen werden, die in dem 
geradlinigen Temperaturanstieg zum Ausdruck kam. Zwischen 66° C 
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und 73° C wurde der Kurvenverlauf interpoliert, da in diesem Bereich 
keine Messungen vorgenommen wurden. Nach etwa 46 Std Versuchs- 
dauer hatte sich der Miill auf 74° C erhitzt. Nach 2 weiteren Stunden 
wurden 73,4°C gemessen. Da es nicht beabsichtigt war, hohe Tem- 
peraturen langere Zeit auf das Material einwirken zu lassen, wurde der 
Versuch abgebrochen und die abschlieBende Keimzahlung angesetzt. 


2. Ergebnisse der Keimzéhlungen 


Tab.3 enthalt die Keimzahlen wahrend einzelner Phasen der Selbst- 
erhitzung. Die Keimzahlen des Ausgangsmaterials lagen erheblich tiber 
denen des Wiesenheues. Dies traf besonders fiir die Zahlen der meso- 
philen Bakterien zu. Obwohl die Einzelwerte von denen der Heuversuche 
verschieden waren, ergab sich fiir den Mill die gleiche Tendenz, namlich 
Anstieg der Zahlen fiir mesophile Bakterien bei Temperaturen bis 35° C 
und deren Abfall bei héheren Temperaturen. Die Keimzahlen fiir 
thermophile Bakterien blieben demgegeniiber bei Temperaturen bis 
45° C gleich, um erst bei der weiteren Erhitzung auf 55° C einen Anstieg 
auf den Maximalwert zu zeigen. Mit weiter fortschreitender Erhitzung 
gingen die Keimzahlen der Thermophilen, wieder zuriick, sie blieben 
jedoch auch bei der Maximaltemperatur noch erheblich iiber denen der 
Mesophilen. 


3. Wassergehalt des Miills wahrend der Selbsterhitzwng 


Die in Tab.3 neben den Keimzahlen angegebenen Wassergehalte der einzelnen 
Proben zeigen, daB eine Austrocknung des Substrates wahrend der Erhitzung nicht 
erfolgte. 


Versuch 11 


Ein 2. Versuch mit Miill wurde bei unveranderter Methodik zur Wieder- 
holung des vorstehend beschriebenen Versuchs durchgefiihrt. Als Versuchsmaterial 
diente wieder Frischmiill der Absiebung 0—44 mm, der am 10. 6. 1958 in der Kom- 
postanlage Baden-Baden entnommen wurde. Der Wassergehalt des Ausgangs- 
materials betrug im Durchschnitt von 4 Parallelbestimmungen 46,6°/,. 


1. Temperaturverlauf 


Aus Abb. 19 (8.313) ist zu ersehen, daf der Ablauf der Selbsterhitzung 
im wesentlichen mit der des ersten Versuches mit Miill iibereinstimmte, 
obwohl es sich hierbei um neues Material handelte. Die etwa 5° C héhere 
Anfangstemperatur kann dadurch erklart werden, daB die Vorbereitung 
der 7 GefaBe 4 Std in Anspruch nahm. Wahrend dieser Zeit war die 
Erwarmung des Materials bereits in Gang gekommen. Die gesamte 
Versuchsdauer betrug 212 Std. Nach 441/, Std hatte sich der Mill auf 
73,4° C erhitzt. In den folgenden 10 Std stieg die Temperatur auf 75° C. 
Im Anschlu8B daran ging sie langsam zuriick und paBte sich der Brut- 
schranktemperatur an. Zwischen 46 und 51°C machte sich wieder 
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eine Verzégerung des Temperaturanstieges bemerkbar. Dabei diirfte es 
sich um die gleiche Erscheinung gehandelt haben, die auch wahrend der 
Versuche mit Wiesenheu auftrat, und nicht um die Auswirkung von 
Warmeverlusten durch die Zunahme der Temperaturdifferenz zwischen 
GefaiB- und Brutschranktemperatur. 

Dieser Versuch bestatigte erneut die Tatsache, daB die Selbsterhitzung 
kleiner Mengen organischer Substanz im Laboratoriumsversuch bei 
75—76° C stehen bleibt. Demgegeniiber tritt bei der Selbsterhitzung 
groBer Mengen oft ein weiterer Temperaturanstieg ein, der bis zur 
Selbstentziindung fiithren kann. Die Ursachen der Temperatursteigerung 
iiber 75°C sind in dem Ablauf exothermer chemischer Prozesse zu 
sehen, wobei die ablaufenden Reaktionen noch unbekannt sind. 


2. Ergebnisse der Keimzihlungen 


Die Versuchsdauer wurde in diesem Versuch erheblich ausgedehnt, 
um die lingere Einwirkung der héheren Temperaturen auf die Keimzahl 
zu untersuchen. Tab.3 gibt die Keimzahlen dieses Versuches wieder. Die 
Entwicklung der Keimzahlen wahrend der Erhitzung bestatigte die 
Ergebnisse des ersten Versuches mit Mill. Die Keimzahlungen, die nach 
der Einwirkung der hohen Temperaturen durchgefiihrt wurden, ergaben 
allmahlich abnehmende Werte. 


3. Wassergehalt und py-Werte des Miills wihrend der Selbsterhitzwng 


Die Ergebnisse der Wassergehaltsbestimmungen sind ebenfalls in Tab. 3 angefiihrt. 
Schwerwiegende Stérungen durch die Abnahme des Wassergehaltes am Ende des 
Versuches konnten, wie auch aus der Priifung der eingelegten Objekttrager hervor- 
ging, nicht beobachtet werden. Die pp-Werte, gemessen in Aufschwemmungen von 
1 Teil feuchtem Mill in 2 Teilen dest. Wasser und n/1 KCl anderten sich, wie eben- 
falls aus Tab.3 ersichtlich ist, nur wenig. Sie stiegen mit der fortschreitenden 
Erhitzung an und erreichten bei 65° C ihr Maximum. Unter der andauernden Kin- 
wirkung der hohen Temperaturen nahmen die pxH-Werte wieder ab. 


Selbsterhitzungsfihigkeit von frischem und angerottetem Miill 


Nachdem durch die vorstehend beschriebenen Versuche mit Wiesenheu 
und Mill sichergestellt worden war, da der SelbsterhitzungsprozeB 
geringer Substratmengen in Dewargefifen unter gleichzeitiger Ver- 
meidung von Warmeverlusten ohne Stérungen ablaufen konnte, wurden 
Versuche zur Frage der Selbsterhitzungsfaihigkeit von frischem und 
ausgerottetem Mill angestellt. Diese Untersuchungen gingen von der 
Uberlegung aus, da8 mit fortschreitender Kompostierungsdauer eine 
zunehmende Umsetzung der organischen Substanz in Verbindungen 
erfolgt, die von, den an der Selbsterhitzung beteiligten Mikroorganismen 
nicht verwertet werden kénnen. Die Folge mu8B daher eine Abnahme der 
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mikrobiellen Aktivitat sein, die in der Verminderung bzw. in dem 
Verlust der Selbsterhitzungsfihigkeit des Materials zum Ausdruck 
kommt. 


Im Rahmen von Versuchen, die gemeinsam von dem Kompostwerk Baden- 
Baden und dem Institut f. landw. Mikrobiologie, GieBen, durchgefiihrt wurden, 
bestand die Gelegenheit, die Selbsterhitzungsfahigkeit verschiedener Miillproben zu 
studieren. Fiir die Untersuchung der Selbsterhitzungsfahigkeit wurde die bisher 
angewandte Methodik unverandert iibernommen. Die Anpassung der Brutschrank- 
temperatur an die GefaStemperatur erfolgte in diesen Versuchen automatisch mit 
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Abb.1. Schematische Darstellung der Versuchsanlage. 4 Brutschrank; B Regelgerit; 
C Registriergerit; 1—4 Widerstandsthermometer 


Hilfe eines Temperaturdifferenz-Regelgerates, das dem Brutschrank vorgeschaltet 
war. Abb.1 gibt die Anlage schematisch wieder. Die Widerstandsthermometer 1 und 
2 sind mit dem Regelgerat verbunden. Thermometer 1 nimmt die Temperatur des 
VersuchsgefaBes auf. Thermometer 2 steht als Flachenwiderstandsthermometer in 
Verbindung mit der heizenden Brutschrankwand. Zwischen beiden Thermometern 
kann an dem Regelgerat die Temperaturdifferenz von 0° C bis + 3° C bzw. 0° C bis 
+ 30°C eingestellt werden. Die Registrierung der Temperaturen erfolgt durch 
einen von 0—100° C geeichten Zweifarbenpunktschreiber iiber die Widerstands- 
thermometer 3 und 4. Das Thermometer 3 miBt die GefaStemperatur, Thermo- 
meter 4 die Lufttemperatur in der Hohe der GefaBdffnung. Mit Hilfe dieser Anlage 
war es méglich, auch tiber lange Zeitraume konstante Versuchsbedingungen zu 
schaffen und liickenlose Temperaturwerte zu erhalten. 


Selbsterhitzung von Frischmill 


Der zur Untersuchung verwendete Frischmiill wurde mit Faulschlamm angefeuch- 
tet und anschlieBend in einer Siebmantelmiihle gemahlen. Der Wassergehalt des 
gemahlenen Mills betrug 54,88°/5. Von diesem Frischmiill-Faulschlammgemisch 
wurde die Probe A sofort, die Probe B nach 1 Woche und C nach 2 Wochen 
dauernder Kiihlung mit CO,-Trockeneis untersucht. 


1. Ergebnisse der Keimzahlungen 
Die Keimzahlen der einzelnen Proben des Frischmiills sind neben den 
Wassergehalten und pq-Werten in der Tab.4 wiedergegeben. 
Aus Tab.4 geht hervor, daB sich die Keimzahlen fiir mesophile und 
thermophile Bakterien der Probe A nicht wesentlich von denen des Miills 
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der Versuche 10 und 11 unterschieden. Demgegeniiber wiesen die 
Keimzahlen der mesophilen Bakterien der Proben B und C und die der 
thermophilen Bakterien der Probe B erhebliche Riickginge auf, die 
vermutlich auf Frostwirkungen waihrend der Kihlung zuruckzufiihren 
waren. 


Tabelle 4. Keimzahlen, Wassergehalt und py-Werte von Frischmiill + Faulschlamm 
(Fleischextrakt-Hefe-Agar ). 
Keimzahlen in Mill. in 1 g Mill (feucht) 


Bebriitungstemperatur Wassergehalt pu in 
25° C | 55°C "lo n/i KCl 
$$ 
A: nicht gekihlt 6000,0 0,47 54,88 6,60 
B: 1 Woche gekthlt 307,0 0,18 49,50 7,78 
C: 2 Wochen gekihlt 697,0 | 0,443 48,53 7,24 


2. Temperaturverlauf 


Die Abb.2 zeigt den Verlauf der Selbsterhitzung der Proben A, B 
und C durch die Kurven des Temperaturanstieges. 

Die Kurve A laBt eine rasche Selbsterhitzung des Miills erkennen, die 
sofort nach Versuchsbeginn einsetzte. Zwischen 49 und 51°C trat 
eine kurze Verzégerung des 
Temperaturanstieges ein. Bei 
den Proben B und C setzte der 
Temperaturanstieg zu Beginn 
der Selbsterhitzung nach einer 
kurzen Inkubationszeit ein. Im 
Gegensatz zu der Probe A trat 
bei den gekiihlten Proben eine 
Verzégerung des Temperatur- 
anstieges zwischen 47 und 50°C 
ein, die etwa 27—30 Std an- 


Abb. 2. Selbsterhitzung von Frischmiill + Faul- : ‘ 
schlamm in DewargefiiBen.—— Probe A; ..... Probe B; hielt. Bei allen Proben konnten 


—-—— Probe € um 65°C weitere Verzégerun- 


gen des Temperaturanstieges 
festgestellt werden. Das wesentliche Ergebnis dieses Versuches be- 
steht darin, da® der gekiihlte Mill nicht nur geringere Keimzahlen 
als der nicht gekiihlte Mill aufwies, sondern auch eine verzégerte Selbst- 
erhitzung erkennen lieB. Da die Versuchsbedingungen in allen Fallen 
gleich waren, miissen die Unterschiede als Folgen der Frostwirkung 
angesehen, werden. Durch die CO,-Kiihlung wurde primar die Mikroflora 
geschadigt, wodurch wiederum der Ablauf der Selbsterhitzung beeinfluBt 
wurde. Die Schidigung wurde tiberwunden, nachdem wieder giinstige 
Wachstumstemperaturen herrschten. Auf Grund dieses Versuches kann 
nichts dariiber ausgesagt werden, ob die Schadigung der Thermophilen 
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starker war als die der Mesophilen, wie aus den unterschiedlichen Ver- 
zogerungsphasen im Bereich tiber 50°C abzuleiten wire. Die Tem- 
peraturbereiche, in denen der Ubergang von der mesophilen zur thermo- 
philen Phase erfolgte, lagen bei dem ungekiihlten Miill zwischen 49 
und 51°C, im gekiihlten Mill zwischen 47 und 50°C. Vermutlich 
wurden auch diese Unterschiede durch die Schadigung der Mikro- 
organismen, bedingt. 


Selbsterhitzung des angerotteten Miills 


Von dem Frischmiill-Faulschlammgemisch A wurden drei Proben in Perlonbeutel 
gefiillt und an verschiedenen MeBpunkten in einen Miillstapel eingelegt. Nach 
4 Wochen wurden die Proben entnommen und untersucht. Die einzelnen Proben 
werden im folgenden mit A/1, A/2 und A/3 bezeichnet. Zur Zeit der Entnahme 
wurden an den einzelnen Punkten folgende Temperaturen gemessen: A/1: 65° C; 
A/2: 57° C; A/3: 73° C. An den MeBpunkten A/2 und A/3 wurden die angegebenen 
Temperaturen in einem relativ stetigen Anstieg erreicht. An dem Me8punkt A/1 stieg 
die Temperatur in den ersten 12 Tagen der Rotte auf 60° C und in den folgenden 
11 Tagen auf 65° C. Diese Temperatur blieb weitere 4 Tage bis zur Entnahme der 
Probe bestehen. 


1. Ergebnisse der Keimzihlungen 


Die Keimzahlungen in dem angerotteten Miill ergaben die folgenden 
Werte: 


Tabelle 5. Keimzahlen, Wassergehalt und py-Werte von Miill nach 4 Wochen Rotte 
(Fleischextrakt-Hefe-Agar). 
Keimzahlen in Mill. in 1 g Miill (feucht) 


Bebriitungstemperatur Wassergehalt aie 
HL 
25° C | 55° C IB n/i KCl 
A/i 0,136 | 0,005 45,70 6,67 
A/2 0,085 | 0,0035 47,55 6,53 
ABS 0,028 | 0,001 44,80 6,53 


Wahrend der Lagerung der Proben in dem Miillstapel war eine sehr 
starke Dezimierung der Keimzahlen im Verhaltnis zu denen des Aus- 
gangsmaterials A erfolgt. Als eine Ursache fiir den Riickgang der Keim- 
zahlen kann die Wirkung der hohen Temperaturen angesehen werden, 
die eine partielle Sterilisation bewirkten. Fiir die Proben A/1 und A/3 
trifft dies zweifellos zu. Der Riickgang der Keimzahlen der Probe A/2 
14Bt allerdings vermuten, daB weitere, bisher unbekannte Griinde fiir die 
Abnahme der Keimzahlen verantwortlich zu machen waren. 


2. Temperaturverlauf 


Die Selbsterhitzung der einzelnen Proben mu8te nacheinander untersucht wer- 
den, da die automatische Temperaturdifferenzregelanlage jeweils nur mit einer 
Probe beschickt werden konnte. Die Proben A/2 und A/3 lagerten bis zu ihrer 
Untersuchung in der Kiihltruhe bei +1° C. 
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Probe A/1. Die Selbsterhitzung des Mills blieb zunachst aus. Bis 
zum 8.Tag des Versuchs war unter Beriicksichtigung der AuBentem- 
peratur kein Temperaturanstieg festzustellen. Am 9.Tag betrug die 
GefaBtemperatur 24,7° C. Nach weiteren 21/, Tagen hatte sich der Mull 
auf 34° C erwairmt. Die anschlieBende Temperatursteigerung wird durch 


die Abb.3 wiedergegeben. 


Probe A/2. Auch diese Probe erhitzte sich erst nach einer langeren 
Anlaufzeit. Am 14. Tag nach Versuchsbeginn betrug die GefaBtemperatur 
24,2° C bei einer AuBentemperatur von 25° C. In den folgenden 3 Tagen 
erwarmte sich der Mill langsam auf 29,6° C. Am 18.Tag wurden 33,8° C 
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Abb.3. Selbsterhitzung von Miill in DewargefaBen nach 
4 Monaten Rotte — Temperaturverlauf im Bereich tiber 
34°C. Probe A/1; --—— Probe A/2 


in dem VersuchsgefaB ge- 
messen. Der weitere Anstieg 
der Temperatur wird eben- 
falls durch die Abb.3 wieder- 
gegeben. 

Die Selbsterhitzung der 
Proben A/1 und A/2 zeich- 
nete sich dadurch aus, da8 
die Erwairmung des Miills 
von Zimmertemperatur auf 
etwa 30°C 12 bzw. 17 Tage 
in Anspruch nahm. Nach 


dieser Inkubationsperiode setzte die eigentliche Temperatursteigerung ein, 
die bis zu Maximaltemperaturen von 71° C bei Probe A/1 und 73,5° C bei 
Probe A/2 fiihrte. Die Temperaturkurven zeigten wieder Verzogerungs- 
phasen zwischen 45 und 50° C sowie zwischen 60 und 65° C. Hin Vergleich 
der Temperaturkurven der Proben A/1 und A/2 (Abb.3) mit der des 
Frischmiills A (Abb.2) ergibt, da die Geschwindigkeit der Tem- 
peratursteigerung des angerotteten Mills etwa um die Halfte geringer 
war. Daraus allein kann jedoch noch keine Abnahme der Selbsterhitzungs- 
fahigkeit abgeleitet werden ; denn die Dauer des eigentlichen Temperatur- 
anstieges bis zu den Maximaltemperaturen war fiir die Proben des ge- 
kithlten Frischmiills (B und C) und des angerotteten Mills (A/1 und A/2) 
etwa gleich. Nach der Selbsterhitzung wurden in 1 g Mill der Probe A/2 
33,0 Mill. mesophile und 111,0 Mill. thermophile Bakterien gezahlt. 

Diese Ergebnisse rechtfertigten den SchluB, da durch eine Rottezeit 
von 4 Wochen die Entwicklungsbedingungen der Mikroben nicht 
wesentlich beeintrachtigt wurden, d. h. der Mill enthielt noch ausreichend 
Nahrstoffe, die die Regenerierung der Mikroben erméglichten. Es mu8 
augenblicklich noch offen gelassen werden, ob der Verlauf des Tem- 
peraturanstieges fiir den Vorgang der Regenerierung der Mikrobenflora 
typisch ist oder ob die unerwartet langen Versuchszeiten die Selbst- 
erhitzung der relativ geringen Substratmengen beeinfluBten. 
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Probe A/3. Nach 48 Std Versuchsdauer lieS auch die Probe A/3 keine Tem- 
peratursteigerung erkennen. Daraufhin wurde die Brutschranktemperatur erhoht, 
um durch Erwarmung des Miills die Entwicklungsbedingungen fiir thermophile 
Organismen zu verbessern. Nachdem etwa 40 Std Temperaturen zwischen 40° C 
und 49° C, die fiir die Entwicklung der Thermophilen durchaus giinstig waren, auf 
den Mill eingewirkt hatten, war keine Selbsterhitzung eingetreten. Da die auto- 
matische Anlage fiir weitere Untersuchungen bendétigt wurde, muBte dieser Versuch 
abgebrochen werden. Aus diesem Grunde blieb die Frage unbeantwortet, ob nach 
langerer Einwirkung von Temperaturen um 50° C die Selbsterhitzung dieser Probe 
noch eingetreten ware. 


Selbsterhitzung von Miillkompost 


Weitere Versuche zur Priifung der Selbsterhitzungsfihigkeit waren fiir 
Proben des gleichen Ausgangsmaterials mit Rottezeiten von 7, 10 und 
20 Wochen vorgesehen. Ihre Ergebnisse lagen bei AbschluB der Arbeit 
noch nicht vor. Ein Versuch mit gesiebtem Millkompost, dessen Rotte- 
zeit etwa 5 Monate betrug, ergab, daB dieser Kompost nach 17 Tagen 
keine Anzeichen der Selbsterhitzung zeigte. In dem Kompost wurden zu 
Beginn, des Versuches 25,5 Mill. mesophile und 5,05 Mill. thermophile 
Bakterien je Gramm gezahlt. Der Keimgehalt war also im Vergleich zu 
dem der Proben des angerotteten Mills verhaltnismaBig hoch. Aus dem 
Ausbleiben der Selbsterhitzung kann auf eine Hemmung der Mikroben- 
entwicklung geschlossen werden, die auf Naihrstoffmangel infolge weitest- 
gehenden Abbaues der organischen Substanz wahrend der Kompostierung 
zurickzufithren ist. 


Selbsterhitzung und Mikroflora 


Die neuere Literatur enthalt nur wenig Angaben zur Systematik der an der 
Selbsterhitzung beteiligten Bakterien. ForsyrH u. WrEBLEY (1948) stellten auf 
Cholodnypraparaten aus Gras- und Strohkomposten nach der Selbsterhitzung auf 
60—65° C vorherrschend starke und schmale, sporenbildende Langstibchen fest. 
WaksMAN, CorDoN u. Huxpor (1939) verdffentlichten zahlreiche Mikroaufnahmen 
von Cholodnypraparaten aus Modellversuchen zur Kompostierung von Pferdemist. 
Obwohl diese Aufnahmen sehr aufschluBreich sind, kann von ihnen nicht ohne 
weiteres auf die mikrobiologischen Vorginge wahrend der Selbsterhitzung ge- 
schlossen werden, da die Kompostierung bei konstanten Temperaturen im Brut- 
schrank durchegefiihrt wurde. 

In den eigenen Versuchen, war die Méglichkeit gegeben, die Mikroflora 
wahrend des Selbsterhitzungsprozesses zu untersuchen. Hierzu standen 
die Platten der Keimzahlungen fiir die makroskopische und mikro- 
skopische Priifung der Kolonien und die in die VersuchsgefaiBe ein- 
gelegten Cholodnypraparate fiir die direkte mikroskopische Unter- 
suchung zur Verfiigung. Die Ergebnisse der Plattenmethode in syste- 
matischer Hinsicht konnen wie folgt kurz zusammengefaBt werden. In 
den Keimzaihlungen aus Wiesenheu und Mill traten auf den bei 25° C 
bebriiteten Platten bis zu einer Erhitzung auf 50° C tiberwiegend gelblich, 
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rotlich und wei gefarbte Kolonien auf, die von sporenlosen Kurz- 
stabchen gebildet wurden. Nach der Selbsterhitzung des Heues auf 55°C 
konnten diese Kolonien nicht mehr festgestellt werden. Demgegeniiber 
wurden in beiden Versuchen mit Mill bei dieser Temperatur noch zahl- 
reiche kleine, kuppig erhabene Kolonien von citronengelber Farbung auf 
den mesophilen Platten gefunden, die ebenfalls von sporenlosen Kurz- 
stabchen gebildet wurden. Auf den fiir Thermophile angelegten Platten 
der Keimzahlungen traten die Farbstoff bildenden Kurzstabchen nicht 
auf. Hier konnten im wesentlichen 3 Arten von Bakterien unterschieden 
werden, und zwar mittellange Stabchen, starke Langstabchen und 
schmale Langstibchen, die simtlich Sporen bildeten. Infolge des wenig 
typischen Koloniewachstums dieser Organismen kénnen keine sicheren 
Aussagen tiber den prozentualen Anteil der einzelnen Arten an der 
Gesamtkeimzahl gemacht werden. Diese 3 Arten thermophiler Bakterien 
werden auf S. 307 eingehender charakterisiert. 

Da neben Fleischextrakt-Hefe-Agar keine weiteren Nahrbéden fiir die 
Keimzahlungen, verwendet werden konnten, war zu erwarten, dali nur 
ein Teil der wahrend der Selbsterhitzung auftretenden Mikroorganismen 
durch die Keimzahlungen erfa8t werden konnte. Zur Erganzung und 
Kontrolle der Plattenmethode wurde deshalb die direkte mikroskopische 
Beurteilung der mikrobiologischen Vorginge wiahrend der Selbsterhitzung 
nach der Methode CuoLopny-Rosst (1930) herangezogen. Methodische 
Einzelheiten wurden bereits auf 8. 287 angegeben. 


Priifung der Cholodnypréparate 


Bei der Auswertung der Praparate war zu beriicksichtigen, daB die Objekttrager 
in das nicht erhitzte Ausgangsmaterial eingelegt wurden. Fiir Praparate, die aus 
Miill-Faulschlammgemischen erhalten wurden, bestand die Gefahr, da nach 
kurzfristigem Aufenthalt der Objekttrager im VersuchsgefaB nur Klatschpraparate 
mit Organismen entstanden, die aus einem friiheren ProzeB, z. B. aus der Schlamm- 
faulung, stammten und mit der Selbsterhitzung in keinerlei Beziehung standen. 

3 : cai 

Ferner war zu beachten, dai Organismen auftreten konnten, die bei der betreffenden 
Entnahmetemperatur nicht mehr aktiv an der Selbsterhitzung beteiligt waren. Zur 
Vermeidung von Fehlschliissen wurde deshalb besonders auf die Bildung von 
kolonieartigen Entwicklungen als Anzeichen der Vermehrung der betreffenden 
Organismen geachtet. Hine ausgesprochene Anreicherung bestimmter Organismen 
aut Grund der zufalligen Verbindung der Objekttriger mit besonderen Bestand- 
teilen des Miills, wie Papier und ahnliches, wurde nicht festgestellt. Es bestand im 
Gegenteil eine wesentliche Ubereinstimmung in der zu beobachtenden Mikroflora 
wahrend der Selbsterhitzung von Wiesenheu und Mill, die die gemeinsame Be- 
sprechung der Cholodnypraparate rechtfertigte. 


1. Ausgangsmaterial 
Zur Beurteilung der Mikroflora des Ausgangsmaterials dienten Objekt- 
trager, die mit Mull 3 Tage in Becherglasern bei 25° C bebriitet wurden. 
Der Organismenbesatz dieser Praéparate bestand aus verschiedenen, 
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jedoch nicht sehr zahlreichen Formen von Kurzstabchen und mittellangen 
Staibchen. Langstabchen, wie sie bei hoheren Temperaturen regelmaBig 
auftraten, wurden nicht beobachtet. Pilzhyphen wurden nur in einem 
sehr geringen Mae beobachtet. 


2. Selbsterhitzung bis 45° C — Entnahme bei 35 und 40° C 


Die bei 35 und 40°C entnommenen Praparate zeigten, daB die 
Mikrobenflora bei diesen Temperaturen hauptsachlich aus Kurzstabchen, 
und mittellangen Stabchen bestand. Die Vermehrung dieser Organismen 
fiihrte haufig zu Koloniebildungen. Sporenbildung, besonders:der mittel- 
langen Staébchen, wurde nicht beobachtet. Langstibchen traten bei 
35 und 40° C vereinzelt auf. Ihre Aktivitét konnte nicht nachgewiesen 
werden, denn geschlossene Kolonieformen fehlten. Langere Pilzhyphen 
wurden nur in einem Falle im Heu festgestellt und zwar bei 35° C. Thre 
Identifizierung war auf Grund 
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Abb. 4. Wiesenheu, 50° C (VergréBerung asp 
Die Langstabchen traten zwar Mikroaufnahmen etwa 1:2400) 
etwas haufiger auf, sie blieben 
jedoch zahlenmaBig hinter den mittellangen und kurzen Stabchen zuriick. 
Im Mill traten bei 45° C zum ersten Mal sehr lange, gestreckte, haufig 
leicht gekriimmte Stabchen mit terminaler Sporenbildung auf. Sie waren 
gewohnlich schwacher gefarbt als die sonstigen Organismen, (vgl. Abb.7). 
Hierbei dtirfte es sich um Cellulosezersetzer handeln. Andere, sehr 
schmale, blaB gefarbte, spirillenartige Organismen traten im Mill bei 
40 und 45° C auf. Vermutlich stammten diese Organismen aus dem 
Klarschlamm. 
3. Selbsterhitzung bis 50° C 

Nach der Selbsterhitzung auf 50° C zeigten sich deutliche Veranderun- 
gen in der Zusammensetzung der Bakterienflora, die besonders in der 
starken Vermehrung von Langstaébchen zum Ausdruck kamen. Abb.4 
zeigt lange Stabchen einerseits und mittellangen Stabchen und Kurz- 
stibchen, andererseits. Eine weitere Veranderung betraf die Form der 
Kurzstabchen. Sie hatten bei 50°C ihre einheitliche Form verloren. 
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So traten Uberginge von Kurzstaibchen bis zu kleinen kokkenartigen 
Formen auf, die durch die unterschiedliche Farbung der Zellen deut- 
lich wurden. Dabei bildeten sich in den Enden der Kurzstabchen noch 
cut gefarbte ,,Polkérperchen‘‘, wahrend das Innere der Zellen nur 
schwach oder nicht mehr gefarbt war. Abb.4 gibt die Ubergange 
unvollkommen, wieder, da die schwache Farbung der Kurzstabchen nur 
geringere Kontraste aufwies. Die Haufung der Zerfallserscheinungen. 
lie8 vermuten, da8 es sich bei diesen Kurzstiibchen um mesophile 
Arten handelte, die unter dem Einflu8 der héheren Temperaturen der 
Autolyse anheimfielen. 


4, Selbsterhitzung bis 65° C — Entnahme bei 55° C 


Mit der Selbsterhitzung auf 55° C und damit mit dem Ubergang in den, 
Bereich der thermophilen Bakterien wurden sowohl im Wiesenheu als 
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Abb. 5. Wiesenheu, 55° C Abb. 6. Wiesenheu. 55° C 


auch im Mill die Kurzstibchen in einem verstarkten Umfang von 
mittellangen und langen Stibchen abgelést. Abb.5 gibt einen allgemeinen 
Uberblick iiber den Bakterienbesatz bei der Selbsterhitzungstemperatur 
von, 55° C. An einzelnen Langstabchen war terminale Sporenbildung zu 
erkennen; mittellange bis lange Stabchen waren aufgetrieben, wodurch 
die beginnende Sporenbildung angezeigt wurde. Die fortgeschrittene 
zentrale bis subterminale Sporenbildung wird in der Abb.6 wiederge- 
geben. Im Mill waren wieder die schmalen, sehr langen, oft etwas ge- 
bogenen Stéibchen mit terminalen Sporen haufig vertreten, die bereits 
bei der Selbsterhitzung des Mills auf 45° C festgestellt wurden (Abb.7). 
Im Heu konnten diese Organismen bei 55° C noch nicht beobachtet 
werden. Vermutlich handelte es sich hierbei um Cellulosezersetzer. Im 
Mill waren die Voraussetzungen, fiir ihr Auftreten durch dessen Gehalt 
an Papier gegeben. Im Heu wurden diese Organismen erst bei der 
Erhitzung auf 65° C festgestellt, nachdem die Cellulose aus dem Zell- 
verband freigelegt worden, war. 
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Kurzstabchen, traten bei 55° C sowohl im Heu als auch im Mill noch 
auf. Sie waren aber nur einmal in einer ausgesprochenen Kolonieform 
za beobachten und zwar im Heu. Es muB dahingestellt bleiben, ob die 
Kurzstabchen bei dieser Temperatur noch lebens- und vermehrungs- 
fahig waren, da bereits bei 50°C eine Schadigung dieser Organismen 
durch Temperatureinfliisse vermutet wurde. Neben den angefiihrten 
Bakterien traten im Heu bei 55° C Ketten und Faden, bildende Organis- 
men auf. Auch bei diesen konnte es sich um Mesophile handeln, die auf 
eine tiberoptimale Temperatur mit Fadenbildung reagierten. Bei der 
Selbsterhitzung von Wiesenheu 
und Mill auf 55°C wurde erst- 
malig mit Sicherheit Actino- 
mycetenmycel beobachtet. 
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Eintnahme bei 65° C 


Fir die Erhitzungstemperatur 
von 65°C war in den _ beiden 
Substraten die Vorherrschaft 
von verschiedenen Stabchen, be- 
sonders von Langstiabchen, be- : 
zeichnend. Unter diesen konnten 2 RT 
starke Langstabchen mit termi- Abb. 7. Mill 55° C 
nal gebildeten Sporen am haufig- 
sten beobachtet werden. Als zweite stark vertretene Gruppe von 
Bakterien sind die bei niederen Temperaturen bereits mehrfach er- 
wahnten schmalen, sehr langen Stibchen mit terminaler Spore zu 
nennen, die jetzt nicht nur im Mill, sondern auch im Wiesenheu 
festzustellen waren. Neben den Langstaébchen waren mittellange Stab- 
chen zahlreich vertreten. Die Sporenbildung dieser Organismen war 
im Mill geringer als im Heu, wo teilweise dichte Ansammlungen freier 
Sporen mit einzelnen granulierten, vegetativen Zellen der mittellangen 
Stabchen beobachtet werden konnten. Fiir den Miill war die Bildung 
von langen, starken und gewundenen Faden auffallend. Die unter- 
schiedliche Farbung der Faden lieB den beginnenden Zerfall in ziem- 
lich gleichmaBig lange Stiicke erkennen. Infolge der dichten Lagerung 
dieser Faden konnten echte Verzweigungen nicht beobachtet werden 
(vgl. Abb. 9). Actinomyceten waren bei der Temperatur von 65° C 
im Heu und Mill vertreten. Sporenbildung dieser Organismen war 
hier nicht mit Sicherheit festzustellen. Soweit ein quantitativer Ver- 
gleich zwischen Actinomyceten und Bakterien zulassig ist, muB ge- 
sagt werden, daB trotz des verstarkten Auftretens der Actinomyceten 
die Bakterien zahlenmaBig auf den Cholodnypraparaten noch vor- 
herrschten. 
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5. Selbsterhitzung tiber 70° C 


Die Aussagen iitber die Zusammensetzung der Bakterienflora in dem Tem- 
peraturbereich iiber 70° C wurden auf Grund ihrer morphologischen Ahnlichkeit 
erschwert. Sie stiitzten sich im wesentlichen auf Art der Sporenbildung und Bildung 
yon Zellverbanden. Die Formen der Sporen, Lange und Durchmesser der Organis- 
men wurden nur bedingt als typische Unterscheidungsmerkmale angesehen, da eine 
gewisse Variabilitat infolge von Altersunterschieden nicht auszuschlieBen war. 


Entnahme bei 73° C 


Bei der Selbsterhitzung auf 73°C dominierten im Wiesenheu und 
Miill die bei 65°C an erster Stelle genannten gut gefarbten, starken 
Langstébchen mit ovalen, terminalen Sporen, die nicht in Zell- 
verbainden auftraten, wie sie die Abb.8 zeigt. Eine zweite, zahlreich 
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Abb. 8. Wiesenheu, 73° C Abb. 9. Wiesenheu, 73° C 


vertretene Gruppe von Organismen setzte sich aus sehr starken Lang- 
stabchen zusammen, die keine Sporen bildeten und oft in kurzen Faden 
auftraten. Die an Cellulosezersetzer erinnernden Formen der langen, 
schmalen Stabchen mit terminalen Sporen, die bis zu der Selbsterhitzung 
auf 65° C beobachtet wurden, konnten in ihrer typischen Form bei 73° C 
nicht mehr festgestellt werden. Ahnliche Formen waren zwar vertreten, 
sie bildeten jedoch keine Sporen. Auf Grund des Praparates konnte nicht 
entschieden, werden, ob es sich hierbei um lebensfaihige oder durch Tem- 
peratureinfliisse abgetdétete Stibchen handelte. Neben den angefiihrten 
Organismen traten auf den Praparaten dieser Temperatur haufig lange, 
starke Faden auf, die sich zu Strangen zusammengelagert hatten. Die 
einzelnen, Faden, wie sie in der Abb.9 wiedergegeben wurden, wiesen 
Zerfallserscheinungen, auf und waren an den Randern nicht scharf 
begrenzt. Es kann nicht ausgeschlossen, werden, daB es sich bei diesen 
und den bei 65° C erwaihnten Organismen um Actinomyceten handelte, 
obwohl sie sich von ihnen durch die Starke der Faden und durch das 
Fehlen von echten Verzweigungen unterschieden. 
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Das Wachstum der Actinomyceten schien mit der Erhitzung auf 73° C 
zugenommen zu haben. Dies war besonders der Fall, wenn der Objekt- 
trager stellenweise nur einen geringen Kontakt mit den Substrat hatte. 
Abb. 10 gibt Actinomycetenmycel mit Sporenbildung wieder, die hier 
zum ersten Mal mit Sicherheit zu erkennen war. 


Entnahme bei 75° C 

Die weitere Beurteilung des Organismenbesatzes bei Temperaturen iiber 70° C 
erfolgt auf Grund von Cholodnypraparaten aus Versuch 11, der mit Miill durch- 
gefiihrt wurde. Praparate aus Wiesenheu lagen fiir diese Temperaturen nicht vor. 

Bei der Maximaltemperatur von 75,2° C unterschied sich die Mikroben- 
flora nicht wesentlich von der bei 73° C. Das Wachstum der Actinomyce- 
ten schien sich verstarkt zu haben. Die Sporenbildung von Actinomyceten 
konnte bei dieser Temperatur wieder beobachtet werden. Es handelte sich 
hierbei sehr wahrscheinlich um Thermomonospora-Arten, und zwar mit 
gestreckten und gekriimmten 
Mycelfaden. 


Entnahme bei 73,42 C 


Nachdem das Temperaturmaxi- 
mum der Selbsterhitzung des Miills - 
von 75° C erreicht worden war, 
nahmen die GefaStemperaturen 
wieder ab und naherten sich all- 
miahlich der gleichbleibenden Brut- 
schranktemperatur. 


Unter den Mikroorganismen. = ~*>-~+-~ i ~ 
war im allgemeinen keine Ab- ee ed * Mail, 73° C 
nahme der Stabchen als Folge 
der Hitzewirkung festzustellen. Auf Teilen des Objekttragers, die mit 
dem Substrat in enger Verbindung gelegen hatten, war sogar ein sehr 
starker Besatz mit Stabchen zu beobachten. Unter diesen waren wieder 
die starken Langstibchen mit terminalen, ovalen Sporen vertreten. 
Gleiche oder ahnliche Formen mit terminalen Sporen zeigten Autolyse- 
erscheinungen, wodurch die Stabchen schlanker erschienen. Abb. 11 
gibt diese Beobachtung wieder. In der Umgebung der genannten Stab- 
chen waren groBe Mengen freier, runder Sporen zu beobachten. Als 
zweite Gruppe von Stabchen traten lange, starke Kinzelstabchen ohne 
Sporen und mehr oder weniger lange Faden auf. Beide Formen glichen 
sich in Farbung und Durchmesser. Granulierung oder Autolyseerschei- 
nungen waren nur sehr vereinzelt in den Faden zu verzeichnen. 

Abb.12 zeigt den Zerfall von schwach oder unregelmaBig gefarbten 
Organismen unterschiedlicher Lange. An diesen Organismen waren 
alle Ubergange der Autolyse bis zur Auflosung der Zellen in verhaltnis- 
maBig groBe, stark gefiirbte kokkenartige Formen zu erkennen, die oft 


306 Ginter NIESE: 


noch hintereinander in der urspriinglichen Stabchenform angeordnet 
waren. Actinomyceten waren in der gleichen Weise vertreten wie bei 
75° C; auch hier waren Sporen zu beobachten. 


Entnahme bei 70,8° C 


Nachdem 117 Std Temperaturen iiber 70° C auf den Mill eingewirkt 
hatten, waren noch keine einschneidenden Veranderungen in der 
Mikroflora zu ermitteln. Der Besatz an Stabchen schien unverandert. 
Es konnte vermutet werden, daB mit dem Riickgang der Temperatur 
wieder Organismen mit niedrigen Wachstumstemperaturen auftraten. 
Dieses traf besonders fiir die zuletzt bei 65° C beobachteten langen, 
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Abb. 11. Miill, 73,4° © Abb. 12. Miill, 73,4° © 


schmalen Stabchen mit terminalen Sporen zu. Die schmalen Stabchen 
waren oft zusammen mit starken Langstabchen, die keine Sporen 
bildeten, vertreten, wie auch aus der Abb. 13 zu entnehmen ist. Actino- 
myceten traten wieder auf. 

Die Ergebnisse der Priifung der Cholodnypraparate koénnen wie folgt 
zusammengefabt werden: 

1. Kurzstaébchen und mittellange Stabchen herrschten zu Beginn der 
Selbsterhitzung vor. Die Kurzstabchen nahmen im Bereich um 50° C 
zwar ab, konnten aber teilweise noch auf Préiparaten beobachtet werden, 
die einer Temperatur von 55° C ausgesetzt waren. Koloniebildungen von 
Kokken, die auf eine Vermehrung dieser Organismen wahrend der Selbst- 
erhitzung schlieBen leBen, konnten nicht beobachtet werden. Kokken- 
artige Kugelformen, die auf den Praparaten festzustellen waren, wurden. 
als Kurzstaibchen, oder Autolyseprodukte angesehen. 

2. Langstabchen lieBen wahrend der Selbsterhitzung bis etwa 45° C 
nur eine maiBige, bei weiter ansteigenden Temperaturen eine starke Ver- 


mehrung auf den Cholodnypraparaten erkennen. Bei héheren Tempera- 
turen herrschten sie vor. 
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3. Mittellange Stabchen wurden auf den Cholodnypraparaten von 
Beginn der Selbsterhitzung an bis in den Temperaturbereich iiber 55° C 
festgestellt. Eine temperaturbedingte Inaktivierung der mittellangen 
Stabchen konnte mit Hilfe der Cholodnypraparate nicht eindeutig 
erkannt werden. Sie wurde in dem Temperaturbereich um 65° C vermutet. 
Das Vorherrschen von verschiedenen Stabchenformen, verbunden mit 
Autolyseerscheinungen derselben, erschwerte diesbeziigliche Aussagen 
erheblich. 


Charakterisierung thermophiler Bakterien 


Es wurde bereits festgestellt, daB waihrend der Selbsterhitzung von, 
Wiesenheu und Miill-Faulschlammgemischen vorwiegend drei morpho- 
logisch unterscheidbare Gruppen von thermophilen Bakterien auftraten, 
die von mittellangen Stabchen 
mit subterminalen Sporen, lan- te L. My. ei oY 
gen starken Staébchen mit ter- ge . 


es 
minalen Sporen und _ langen, pee A Se 
schmalen Stabchen mit termi- Sat. ee ‘ a, Tm 
oo ie 


nalen bis subterminalen Sporen, ae eg 

gebildet wurden. Zur Priifung via ph a 

ihrer systematischen Stellung . L-< aS 

wurden mehrere, aus erhitztem  , Toye 

Wiesenheu und  Miill-Faul- mes -— to 
: rapt A4= in 

schlammgemischen isolierte ‘ 


Reinkulturen unter  weitest- 
gehender Anlehnung an die 
Richtlinien zur Bestimmung von aeroben, sporenbildenden Bakterien 
von SMITH, GORDON u. CLARK (1952) sowie von GorDon u. Smrri (1949) 
untersucht. 


Abb,13. Miill, 70,8° C 


1.Né&hrbéden und Methoden 


Die mikroskopischen Untersuchungen wurden an 7—48 Std alten Kulturen 
vorgenommen. Die Bebriitung der Kulturen erfolgte, soweit nicht besonders 
angegeben, bei 55° C, Zur Vermeidung von Schadigungen durch Austrocknung der 
Nahrbéden wurden die Kulturen in GlasgefaBen, die mit feuchter Watte ausgeleet 
waren, bebriitet. Als Impfmaterial dienten grundsitzlich Kulturen, die bei 55° CG 
bebriitet worden waren. Die zur Priifung verwendeten Nahrbéden wurden nach den 
Angaben von SmirH, GORDON u. CLARK (1952) sowie von GorDON u. SMITH (1949), 
zum Teil aus Difco-Trockennaihrbéden, hergestellt. Die Untersuchung der Gas- 
bildung aus Nitrat unter aeroben Verhaltnissen erfolgte in der von diesen Autoren 
angegebenen Nahrlésung. Je 9 ml Nahrlésung wurden mit Durhamréhrchen in 
Reagensglasern bei 1 Atm. sterilisiert. Vor der Beimpfung wurden die Nahrlésungen 
‘/2 Std im Dampftopf erhitzt und anschlieBend rasch abgekiihlt. Die Bebriitung 
erfolgte in Wasserstoffatmosphire nach McInrosu u. Finpes (1921). Die Gas- 
bildung der Kulturen zeigte sich in der Ansammlung von Gas in den Durham- 
rohrchen. Zur Bestimmung der Wachstumstemperaturen wurden die Kulturen auf 
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Fleischextrakt-Hefe-Schragagar geimpft. Die Bebriitung in einem Wasserbad war 
nicht méglich. Sie muBte in elektrisch beheizten Brutschranken vorgenommen 
werden. Die Kontrolle der Temperaturen in den zur Bebriitung verwendeten Glas- 
gefaBen erfolgte durch Maximumthermometer. 


2. Ergebnisse der Stammupriifungen 


Mittellange Stébchen (zwei Reinkulturen) 
Makroskopische und mikroskopische Untersuchungen 


Kolonieform. Auf vorgetrocknetem Fleischextrakt-Hefe-Agar wurden nach 
24 Std bei 55°C unregelmikig geformte, jedoch begrenzt wachsende Kolonien 
gebildet. Die Form variierte von kleinen, rundlichen und kuppig erhabenen jungen 
Kolonien bis zu flach erhabenem Wachstum Alterer Kolonien. Die zentralen 

Teile der Kolonien blieben oft glatt, 

~~ wahrend die Randzonen mit warzigen 

Fi 4 Erhebungen besetzt waren. Auf feuch- 

tem Agar wurde oft eine blasige Ober- 

fliche gebildet, die im Alter faltig 

iG erschien. Die Farbe der Kolonien 

at war beige-grau. — Fleischextrakt- 

Hefe-Agar Stichkultur. Auf dem 

Agar wurde bei 55°C ein dichter 

‘ Belag mit glatter Oberflache gebildet. 

Das Wachstum im Stichkanal war 

\ , sehr gering. — Vegetative Zellen. 

i : Stabchen mit runden Enden. Auf 

Abb.14. Mittellange Stibchen. Fleischextr.-Hefe- Nahragar wurden von jungen Kolo- 

Schriigagar, 24 Std/55° C nien keine Zellverbande gebildet. — 

GréBe der Stabchen. (7 Std/55° C) 

1,5 bis 2,2 lang; 0,4 u bis 0,6 breit. — Sporen. Die Bildung einer 

zylindrischen bis ovalen Spore erfolgte subterminal mit geringer oder ohne 
Auftreibung der Sporenmutterzellen (Abb. 14). 


‘ 
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Physiologische Untersuchungen 


1, Nahragar, 55° C. Gutes Wachstum, milchig-tritber Belag. — 2. Glucose- 
nahragar, 55° C. Wachstum besser als auf Nahragar, Belag dicht. — 3. Stock 
Culture Agar, 55° C. Wachstum besser als auf Nahragar und Glucosenihragar; 
Belag dicht, Oberfliiche glatt. — 4. Sojabohnenagar, 55° C. Sehr gutes Wachs- 
tum; Belag dicht, Oberflache matt oder blasig. — 5. Proteose Peptone Agar, 
pu 5,0, 55° C. Kein Wachstum. — 6. 5°/, NaCl-Nahrbouillon, 55° C. Gutes bis 
sehr gutes Wachstum, Deckenbildung, Bodensatz. — 7. Tomaten-Hefe-Milch, 
pu 6,5, 55° C. Nach 48 Std war Gerinnung der Milch und Abscheidung einer gelb- 
lichen, klaren Fliissigkeit erfolgt. Der pu-Wert betrug nach 70 Std Bebriitung 5,8. — 
8. Hydrolyse von Gelatine, 55°C. Positiv. — 9. Hydrolyse von Starke, 
55°C. Positiv. — 10. Bildung von Acetylmethylearbinol (VP-Bouillon). 
Nach der Bebriitung bei 55° C war die Bildung von Acetylmethylearbinol zweifel- 
haft. Nach 48 Std Bebriitung bei 37° C war die Reaktion eindeutig positiv. — 
11. prin VP- Bouillon. Nach 48 Std und 4 Tagen bei 55° C: 5,3. Nach 48 Std bei 
37° C: 5,2. — 12. Reduktion von NO, zu NOg, 55° C. Positiv. — 13. Anaerobe 
Gasbildung aus NOs, 55° C. Nach 4 Tagen war keine Gasbildung erfolgt, obwohl 
Triibung und Deckenbildung gutes Wachstum anzeigten. — 14. Wachstums- 
temperaturen, 25°C: sehr langsames Wachstum, nach 2—4 Tagen gutes bis 
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sehr gutes Wachstum. 30 und 35°C: sehr gutes Wachstum nach 24 Std. 40° C: 
sehr gutes Wachstum nach 18 Std. 55°C: gutes bis sehr gutes Wachstum nach 
7 Std, sehr gutes Wachstum nach 24 Std. 60° C: maBiges Wachstum nach 48 Std. 
65° C: Wachstum fraglich. 70° C: kein Wachstum nach 3 Tagen. 


Starke Langstiébchen (vier Reinkulturen) 


Makroskopische und mikroskopische Untersuchungen 


Kolonieform. Auf vorgetrocknetem Fleischextrakt-Hefe-Agar trat bei 55° C 
von der Impfstelle ausgehend die Bildung eines flachen, grauen Belages ein, der am 
Rand nicht scharf begrenzt war. Unter schwacher VergréBerung war eine kristall- 
artig lichtbrechende Struktur des Belages zu beobachten. — Fleischextrakt- 
- Hefe-Agar Stichkultur. Auf dem Agar wurde bei 55° C ein Belag mit rauher 
Oberflache gebildet; im Stichkanal erfolgte kein Wachstum. — Vegetative 
Zellen. Stébchen mit runden bis flach-runden Enden. Auf Nahragar wurden in 
jungen Kulturen bei 55°C kurze Faden 
und kurze Ketten gebildet, vermutlich 
bedingt durch eine gewisse Hemmung 
der Teilung. — GréBe der Stab- 
chen. (7 Std/55° C) 2,94 bis 4,5 u 
lang; 0,45 u bis 0,7 « breit. — Sporen. 
Langovale Sporen wurden terminal 
gebildet. Bei der Sporenbildung er- 
folgte eine deutliche Auftreibung der 


\ 
a 
Sporenmutterzelle (Abb. 15). a ~~ 


Physiologische 
Untersuchungen 
1. Nahragar, 55° C. Gutes Wachs- Abb.15. Starke Langstiibchen. Fleischextr.-Hefe- 
tum, diinner Belag mit rauher Ober- Bobrigagaa, % 660/05 °C, 
flache. — 2. Glucosendhragar, 
55° C. Wachstum schwacher als auf Nahragar. — 3. Stock Culture Agar, 
55°C. Wachstum besser als auf Nahragar; Belag dichter und rauher, bzw. 
grobkorniger als auf Nahragar. — 4. Sojabohnenagar, 55° C. Wachstum 
im allgemeinen fraglich. Kin Stamm zeigte sehr gutes Wachstum und bildete 
einen Belag mit rauher Oberflaiche. — 5. Proteose Peptone Agar, px 5,0, 
55° C. Sehr schwaches oder kein Wachstum. — 6.5°/, NaCl-Nahrbouillon, 
55° C. MaBiges Wachstum; schwache Triibung ohne Deckenbildung oder Boden- 
satz. — 7. Tomaten-Hefe-Milch, px 6,5, 55°C. Nach 12 Tagen war keine 
Veranderung der Milch ecingetreten. Der py-Wert betrug nach 70 Std 6,35. — 
8. Hydrolyse von Gelatine, 55°C. Negativ. — 9. Hydrolyse von Starke, 
55°C. Positiv. — 10. Bildung von Acetylmethylcarbinol (VP-Bouillon). 
Nach der Bebriitung bei 55° C und 45° C konnte kein Acetylmethylearbinol nach- 
gewiesen werden. — 11. py in VP-Bouillon. Nach 48 Std bei 55° C: 5,95—6,2; 
nach 4 Tagen bei 55° C: 5,6; nach 48 Std bei 45° C: 5,9—6,15. — 12. Reduktion 
von NO; zu NO,, 55° C. Nach 24 Std zeigten 3 Stamme schwache und 1 Stamm 
starke Reaktionen auf NO,. Nach 4 Tagen hatten alle 4 Stamme NO, gebildet. — 
13. Anaerobe Gasbildung aus N Og, 55° C. Nach 4 Tagen hatten alle 4 Stimme 
unterschiedliche Mengen von Gas gebildet. — 14. Wachstumstemperaturen. 
25° C bis einschlieBlich 35° C: kein Wachstum. 40° C: maBiges Wachstum nach 
40 Std. 45° C: maBiges Wachstum nach 7 Std, sehr gutes Wachstum nach 24 Std. 
55° C und 65° C: sehr gutes Wachstum nach 7 Std. 70° C: sehr gutes Wachstum 
21* 
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nach 7—24 Std. 71,5°C: maéBiges Wachstum nach 32 Std. 73°C: Wachstum 
fraglich. 


Schmale Langstdbchen (zwei Reinkulturen) 


Makroskopische und mikroskopische Untersuchungen 


Kolonieform. Auf vorgetrocknetem Fleischextrakt-Hefe-Agar wurden bei 
55° C runde, glattrandige, flach erhabene Einzelkolonien mit glatter Oberflache 
gebildet. Junge Kolonien erschienen glasig oder marmoriert, wahrend altere Kolo- 
nien dicht und weif-grau gefarbt waren. — Fleischextrakt-Hefe-Agar 
Stichkultur. Auf dem Agar wurde bei 55° C ein Belag mit glatter Oberflache 
gebildet. Das Wachstum im Stichkanal war maBig. — Vegetative Zellen. 
Stabchen mit runden Enden. Kurze Faden traten auf. — GroBe der Stabchen. 
(7 Std/55° C) 1,8 u bis 2,8 w lang; 0,3 u bis 0,5 uw breit. — Sporen. Ovale Sporen 
wurden terminal bis subterminal gebildet. Das freie Ende der Spore trug oft noch 

: en tha: Saft ie, ener s einen kappenfoérmigen Stabchenrest. 
7 yf i & uh - V4 yf “  Beider Sporenbildung wurde die Sporen- 
/ f b ee mutterzelle aufgetrieben (Abb. 16). 
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Abb. 16. Schmale Langstibchen. Fleischextr.- als auf Nahragar; Belag dicht, Ober- 


Hefe-Schriigagar, 24 Std/55° C flache glatt. — 4. Sojabohnenagar, 

55°C. MaBiges Wachstum. — 5. Prote- 

ose Peptone Agar, pu 5,0, 55°C. Wachstum fraglich. — 6. 5°/) NaCl- 
Nahrbouillon, 55° C. Gutes Wachstum, Bildung von Flocken, geringer Boden- 
satz. — 7. Tomaten-Hefe-Milch, px 6,5, 55° C. Nach 48 Std war Ge- 
rinnung der Milch eingetreten. Es wurde keine Fliissigkeit abgeschieden. Der 
pu-Wert betrug nach 70 Std 5,0—4,75. — 8. Hydrolyse von Gelatine, 


55° GC. Positiv. — 9. Hydrolyse von Starke, 55° C. Positiv. — 10. Bildung 
von Acetylmethylearbinol (VP-Bouillon). Nach der Bebriitung bei 55° C und 
37° CO konnte kein Acetylmethylcarbinol nachgewiesen werden. — 11. pp in VP- 
Bouillon. Nach 48 Std bei 55°C: 5,6—5,7; nach 4 Tagen bei 55° C: 5,45—5,6; 
nach 4 Tagen bei 37° C: 5,5. — 12. Reduktion von NO, zu NO,, 55° C. Nach 
24 Std konnte kein NO, nachgewiesen werden. Nach 4 Tagen war nur eine sehr 
geringe oder keine NO,-Bildung erfolgt. — 13. Anaerobe Gasbildung aus NOs, 
55° CG. Nach 4 Tagen war keine Gasbildung erfolgt, obwohl die Nahrlésungen stark 
getriibt waren. — 14. Wachstumstem peraturen. 25° C: sehr langsames Wachs- 
tum; nach 5 Tagen war gutes Wachstum eingetreten. 30° C: maBiges Wachstum 
nach 24 Std; sehr gutes Wachstum nach 48 Std. 35° C: gutes Wachstum nach 
24 Std; sehr gutes Wachstum nach 48 Std. 40° G: sehr gutes Wachstum nach 
24 Std. 55° C: sehr gutes Wachstum nach 7 Std. 60° C: gutes bis sehr gutes Wachs- 
tum nach 24 Std. 65°C: maf®iges Wachstum nach 30 Std; gutes bis sehr gutes 
Wachstum nach 48 Std. 70° C: kein Wachstum. 


Die Kulturen der starken Langstaébchen kénnen nach den Ergeb- 
nissen der Stammpriifung in die Gruppe des Bac. stearothermophilus 
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Donk (emend. Gorpon u. SmrrH 1949) eingeordnet werden (Bur- 
GEY 1957). Fiir die Mehrzahl der Eigenschaften ergab sich mit der 
Beschreibung dieser Gruppe von Gorpon u. Smrri (1949) Ubereinstim- 
mung. Im Gegensatz zu der Beschreibung dieser Autoren hydrolysierten 
die eigenen Stiémme keine Gelatine, bildeten unter anaeroben Ver- 
haltnissen Gas aus Nitrat und zeigten auf Stock Culture Agar sehr 
gutes Wachstum. Ob hieraus Artunterschiede abzuleiten sind, kann 
vorerst noch hicht gesagt werden, da eine gewisse Variabilitat der 
Kigenschaften einzelner Kulturen innerhalb der Gruppe des Bac. stearo- 
thermophilus angenommen wird. 

Der von Mrene (1907) beschriebene Bac. caljactor wird von M. B. ALLEN (1953) 
ebenfalls zu der Gruppe des Bac. stearothermophilus gezahit. Leider ist ein Vergleich 
der Kigenschaften dieses Organismus nicht mehr mdglich, da die Originalkulturen 
verlorengegangen sind. 

Die als mittellange Stabchen bezeichneten Organismen konnen 
auf Grund ihrer morphologischen und physiologischen Eigenschaften als 
thermophile Varianten des Bac. subtilis angesehen werden (BERGEY 1957 » 
SmirH, GoRDON u. CraRK (1952) geben fiir Bac. subtilis Wachstum von 
28—55° C an. M. B. Aten (1953) stellte jedoch fest, daB Organismen, 
vom 'T'yp des Bac. subtilis auch bei Temperaturen iiber 55° C Wachstum 
zeigten. 

Die Kinordnung der schmalen Langstabchen in die Systematik der 
aeroben Sporenbildner ist nach den vorliegenden Untersuchungsergeb- 
nissen nicht méglich. In den physiologischen Eigenschaften der gepriiften 
Kulturen bestehen Ubereinstimmungen mit Bac. coagulans und Bac. cir- 
culans, obwohl die maximalen Wachstumstemperaturen der eigenen 
Kulturen tiber denjenigen liegen, die fiir diese Organismen angegeben 
wurden. Gegeniiber Bac. stearothermophilus ergaben sich sowohl in 
morphologischer als auch in physiologischer Hinsicht Unterschiede, und 
zwar besonders im Wachstum in 5°/, NaCl-Nahrbouillon, in der Verande- 
rung der Milch und in der fehlenden Nitritbildung aus Nitrat. Die Kul- 
turen der schmalen Langstibchen lieBen bei 55° C bereits nach 7 Std sehr 
gutes Wachstum und bei 65° C nach 48 Std guites bis sehr gutes Wachs- 
tum erkennen. 


Es besteht kein Zweifel, daB die drei naher beschriebenen Arten von 
thermophilen Bakterien an der Selbsterhitzung von Wiesenheu und Miill 
beteiligt sind. Die Temperaturbereiche, in denen die Organismen leben 
k6énnen, bestatigen diese Annahme. Der experimentelle Beweis, daB diese 
Thermophilen die Fahigkeit besitzen, ein Substrat auf Temperaturen 
entsprechend ihrer maximalen Wachstumstemperaturen zu erhitzen, 
konnte allerdings nicht erbracht werden. Nach der Beimpfung sterili- 
sierter Substrate mit Reinkulturen der betreffenden Organismen war 
zwar eine gewisse Warmebildung festzustellen. Der Verlauf der 
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Temperatursteigerung blieb jedoch unbefriedigend und lie8 vermuten, daB 
die Warmebildung der Organismen durch unbekannte Faktoren gehemmt 
wurde. Aus diesem Grunde wurden weitere Versuche, die zur Klarung 
dieser Frage notwendig sind, zuriickgestellt. WEDBERG u. RETTGER (1941) 
konnten nach der Beimpfung von sterilem Maisschrot mit Reinkulturen 
von Bac. subtilis dessen Selbsterhitzung auf 59,0—60,5° C feststellen. 
Durch die Beimpfung von, sterilem Maisschrot mit Reinkulturen oder 
gemischten Kulturen thermophiler Bakterien konnten die Autoren keine 
weitere Temperatursteigerung erzielen. Impfversuche von CARLYLE u. 
Norman (1941) sowie von James, RETTGER u. THOM (1928) fiihrten zu 
gleichen Ergebnissen. 


Diskussion 


Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuche wurden zum 
Studium der Beziehungen zwischen der Selbsterhitzung organischer 
Stoffe und der Mikroorganismen durchgefiihrt. Sie erstreckten sich be- 
sonders auf den Temperaturanstieg und die Keimzahlentwicklung 
wahrend der Selbsterhitzung. 

Bei der Besprechung der einzelnen Versuche wurde auf die Verzogerung 
des Temperaturanstieges zwischen, etwa 45 und 50° C hingewiesen. Die 
Kombination der Kurven des Temperaturanstieges mit der Entwicklung 
der Keimzahlen (Abb. 17—20) ergibt, daB die Verzégerung des Tempera- 
turanstieges mit dem Riickgang der Keimzahlen fiir mesophile und der 
Zunahme der Keimzahlen fiir thermophile Bakterien zusammenfallt. 
CARLYLE u. NoRMAN (1941) sowie JAMES, RerrceR u. THoM (1928) 
stellten die gleichen Umschichtungen der Bakterienflora wahrend der 
Selbsterhitzung von Haferstroh und Maismehl fest. In Abb. 17—20 tritt 
die Verzégerung des Temperaturanstieges beim Wiesenheu stirker in 
Erscheinung als bei den Miill-Faulschlammgemischen. In weiteren Ver- 
suchen wurde jedoch festgestellt, daB auch bei Miill-Faulschlamm- 
gemischen ausgeprigte Verz6gerungsphasen auftraten und zwar sowohl 
zwischen 45 und 50°C als auch tiber 60° C. Der Temperaturanstieg 
wihrend der Selbsterhitzung wurde also durch die einzelnen Verzége- 
rungsphasen in mehrere Abschnitte unterteilt. 

Die Temperaturkurven, die aus Messungen wahrend der Kompostierung von 
Mill unter praktischen Verhiltnissen gewonnen werden, lassen eine Differenzierung 
der Selbsterhitzung in verschiedenen Phasen gewéhnlich nicht erkennen. ti 
Tatsache wird ohne weiteres durch den Austausch von Warme im Innern der 
rottenden Massen erklairt. Hier mu8 von einer Uberschneidung der einzelnen Phasen 
gesprochen werden, die in Versuchen mit kleineren Mengen nicht eintritt. Nach 
GotuEKn, Carp u. McGaunny (1954) stieg wahrend der Kompostierung von 
Gemiiseabfillen die Temperatur in dem Material zunachst schnell auf 45—50° C 
und hielt sich 24—48 Std auf dieser Hohe. Im Anschlu8 daran setzte der weitere 


Te sonati ] , 7 oO bs . 
Temperaturanstieg ein, der bis 70—75°C fiihrte. Zur Kompostierung wurden 
verschiedene GefiBe mit 3—450 kg Fassungsvermégen verwendet oder kleinere 
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| Versuchsmieten angesetzt. Wituy u. Pearce (1955) fanden in Versuchen zur 
Kompostierung von Stadtmiill eine Verzigerung des Temperaturanstieges bei 
38—43° C, die etwa einen Tag anhielt. Die in diesen Untersuchungen kompostierten 
Miillmengen betrugen etwa 16 kg. 


Nimmt man nach der Theorie von Minx (1907) an, daB® die Selbst- 
erhitzung organischer Stoffe auf der Bildung von Warme durch die 
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Atmung von Mikroben beruht, so kénnen die Vorgange, die die Differen- 
zierung des Temperaturanstieges bedingen, ohne weiteres erklart werden. 
Dabei muB vorausgesetzt werden, da optimale Bedingungen, fiir die 
Entwicklung von Mikroben gegeben sind. 

Im ersten Abschnitt der Selbsterhitzung ist eine starke Vermehrung 
mesophiler Organismen, — hauptsachlich Kurzstabchen — von einer 
Erwarmung des Materials auf etwa 45°C begleitet. Bei 40° C wurden 
die maximalen Keimzahlen der Mesophilen festgestellt, bei 45° C hatten 
sie gering, bei 50°C jedoch stark abgenommen. Die Verzégerung des 
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Temperaturanstieges in diesem Bereich ist auf die Abnahme der Warme- 
bildung infolge des Riickganges der Mesophilen und der damit verbunde- 
nen Abnahme der Aktivitat dieser Organismen zuriickzufihren. Damit 
wird die erste Phase, die als mesophile Phase bezeichnet werden kann, 
abgeschlossen. 

Bei Temperaturen unter 40—45°C, d.h. wahrend der mesophilen 
Phase, findet nur eine sehr geringe Vermehrung thermophiler Organismen 
statt, wie aus den Ergebnissen der Keimzahlungen hervorgeht. Sie kénnen 
deshalb zu Beginn der Selbsterhitzung nur unbedeutend an der Warme- 
bildung beteiligt sein. Zwischen 45 und 50°C setzt nun eine starke 
Vermehrung der Thermophilen ein, die jetzt an die Stelle der Mesophilen 
treten und die Warmebildung fortfiihren. Auf den Cholodnypraparaten 
war in diesem Temperaturbereich besonders die Vermehrung von Lang- 
stabchen festzustellen. Der Verlauf der Keimzahlentwicklung der Ther- 
mophilen bietet keine Anhaltspunkte fiir den Abschlu8 der zweiten 
Phase. Die maximalen Keimzahlen wurden in den Versuchen mit Wiesen- 
heu und Miill-Faulschlammgemischen, mit einer Ausnahme, bereits bei 
55° C ermittelt, obwohl die Temperatur weiter anstieg. Durch die Pri- 
fung der Cholodnypraparate konnte aber in dem Bereich iiber 55° C keine 
auffallende Abnahme der thermophilen Bakterien festgestellt werden. 
Es war im Gegenteil die Vermehrung von Mikroben zu beobachten, die 
durch die Keimzahlungen nicht erfa8t wurden, z.B. thermophile Actino- 
myceten und Cellulosezersetzer. Die Temperaturkurven, denen laufend 
registrierte MeBwerte zu Grunde lagen, lieSen aber einwandfrei erkennen, 
daB zwischen 60 und 65°C der Temperaturanstieg erneut verzogert 
war. Die Bestimmung dermaximalen Wachstumstemperaturen im Rahmen 
der Stammpriifung ergab, daf diese fiir Organismen vom Typ des Bac. 
subtilis ebenfalls zwischen 60 und 65°C lagen. Die Lebenstatigkeit 
dieser Organismen erlischt also, wenn die Temperaturen wahrend der 
Selbsterhitzung auf diese Héhe steigen. Es mu augenblicklich noch 
offengelassen werden, ob ihr Ausfall fiir die Warmebildung allein aus- 
reicht, um die Verzégerung des Temperaturanstieges hervorzurufen. 
Wahrscheinlicher ist, da& zwischen 60 und 65°C die Inaktivierung 
einer ganzen Gruppe von Mikroben erfolgt, die den AbschluB der zweiten 
Phase der Selbsterhitzung bedingt. 

In der nun folgenden dritten Phase steigt die Temperatur bis zur Grenze 
der mikrobiologischen Aktivitat bei etwa 75°C an. In der Systematik 
nach Brrony (1957) ist als einziger aerober Sporenbildner, der auf 
Agarnihrbéden bei Temperaturen um 70° C noch Wachstum zeigt, Bac. 
stearothermophilus beschrieben. Dieser Organismus konnte aus Material, 
das sich auf 75°C selbst erhitzt hatte, ohne weiteres isoliert werden. Auch 
auf den Cholodnypraparaten aus hohen Temperaturen waren Langstab- 
chen vom Typ des Bac. stearothermophilus sehr haufig zu beobachten. 
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Daraus ist zu schlieBen, da dieser thermophile Bacillus an der Fort- 
fiihrung der Warmebildung iiber 65°C hinaus beteiligt ist. Aber auch 
in diesem Temperaturbereich waren auf den Cholodnypraparaten noch 
Actinomyceten und weitere Arten von Bakterien vertreten, deren Be- 
teiligung an der Selbsterhitzung nicht ausgeschlossen werden kann. 

Die einzelnen Phasen des Temperaturanstieges kénnen durch mehr 
oder weniger lange Verzégerungsphasen eingeleitet werden oder ineinan- 
der tibergehen. Auch ihr Auftreten und die unterschiedliche Dauer sind 
auf biologischem Wege zu erklaren. Ein hoher Keimgehalt des Ausgangs- 
materials hatte einen sofortigen Anstieg der Temperatur in dem Substrat 
zur Folge. Demgegeniiber setzte die Temperatursteigerung in Proben 
mit verminderten Keimgehalten erst nach verschieden langen Zeiten ein. 
Die eigenen Versuchsergebnisse lassen den SchluB zu, daB die quantita- 
tive Entwicklung der an dem Selbsterhitzungsproze8 aktiv beteiligten 
Mikroben einen bestimmten Schwellenwert tiberschreiten mu8B, damit die 
Warmebildung als Folge der Lebenstatigkeit der Mikroorganismen die 
Warmeaufnahme und -abgabe des Systemes tiberschreitet und die 
Selbsterhitzung eingeleitet wird. Dieser Schwellenwert wird in einem 
Substrat mit hohem Keimgehalt friiher erreicht werden als in einem 
Substrat mit niederem Keimgehalt. Die Verzogerungsphasen zu Beginn 
der Selbsterhitzung kénnen also als Inkubationsperioden angesehen 
werden, wahrend der die Vermehrung der Mikroben stattfindet, ohne daB 
dabei tiberschiissige Warme gebildet wird. Die Beziehungen zwischen 
Dauer der Inkubationszeit und Anfangskeimgehalt traten auch dann auf, 
wenn alle Versuchsbedingungen, einschlieBlich der Anfangstemperaturen, 
konstant gehalten wurden. 

In den Ubergangsphasen zwischen den Bereichen der mesophilen und 
thermophilen Mikroben und zwischen 60 und 65° C diirften sich sinn- 
gema&B ahnliche Vorgiinge abspielen wie in der Inkubationsperiode vor 
dem Einsetzen der Selbsterhitzung. Diese weiteren Verzégerungen des 
Temperaturanstieges kénnen mit grofer Wahrscheinlichkeit als In- 
kubationsperioden fiir die thermophilen Organismen angesehen werden, 
die fiir die Selbsterhitzung iiber 50° © verantwortlich zu machen sind. 
Auch hier wird sich die Verzégerung des Temperaturanstieges verkiirzen 
oder nicht in Erscheinung treten, wenn in dem Ausgangsmaterial, bzw. 
in dem Substrat vor dem Erreichen der jeweiligen Grenztemperaturen, 
die Zahlen der in den folgenden Temperaturbereichen aktiv tatigen Orga- 
nismen oder ihrer Dauerformen relativ hoch sind. 

In den einzelnen Versuchen wurden geringe Differenzen in der Héhe 
der Temperaturen festgestellt, bei denen die Geschwindigkeit des 
Temperaturanstieges abnahm und wieder einsetzte. Es wird durch weitere 
Untersuchungen geklart werden miissen, ob die hier zur Diskussion 
gestellte Abhangigkeit der Selbsterhitzung von dem Keimgehalt des 
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Materials diese Unterschiede allein oder im Zusammenhang mit der arten- 
maBigen Zusammensetzung der Mikroflora bedingte. 

Der Ablauf der Selbsterhitzung in einzelnen Phasen kann als indirekter 
Beweis fiir die ursachliche Bedeutung der Mikroorganismen fiir die 
Wiarmeentwicklung angesehen werden. Fiir die Bildung von Warme auf 
Grund rein chemischer Reaktionen, einschlieBlich von Fermentreak- 
tionen, in Stoffen und unter Bedingungen, die fir die Entwicklung von 
Mikroorganismen geeignet sind, liegen keine experimentellen Beweise vor. 
HinpEBRAND (1927) wies demgegeniiber unter anderem nach, daB die 
Selbsterhitzung nichteintrat, wenn die Mikroorganismen durch gasformige 
Desinfektionsmittel abgetétet wurden. Es ist nicht einzusehen, daB rein 
chemische Reaktionen erst nach unterschiedlich langen Inkubations- 
perioden einsetzen sollten. Eine Selbsterhitzung kann aber in Gang 
kommen, wenn in einem Material giinstige Wachstumsbedingungen fir 
Mikroorganismen eintreten. So kann sich z.B. ein Heustapel selbst 
erhitzen, wenn er Monate nach der Kinlagerung von aufen her befeuchtet 
wird. 


Die Feststellung, daB die Selbsterhitzung von der Mikrobesiedelung des Aus- 
gangsmaterials wesentlich beeinflu8t wird, rechtfertigt nicht ohne weiteres eine 
Beimpfung von Kompostrohstoffen. Der Mikrobenbesatz der Stoffe, deren Selbst- 
erhitzung man bei der Kompostierung von Miill erreichen will, ist von vornherein 
auBerordentlich hoch. Die Geschwindigkeit der Selbsterhitzung dieser Materialien 
ist demzufolge unter optimalen Bedingungen so gro, daB sie durch die relativ 
geringen Mengen von Organismen, die mit der Impfung zugefithrt werden, nicht 
beschleunigt werden kann. Ist der Temperaturanstieg aber zu gering, dann sind die 
Griinde dafiir mit gré8erer Wahrscheinlichkeit im Mangel an Nahrstoffen, Wasser 
oder Luft zu sehen als in der quantitativen und qualitativen Zusammensetzung 
der Mikroflora. In einem derartigen Fall kann aber auch eine Beimpfung 
keine Verbesserung des Temperaturanstieges mit sich bringen. In Versuchen, 
die von Gotunkn, Carp u. McGaunry (1954) und an der Universitat von 
Californien (1953) durchgefiihrt wurden, konnte keine Férderung der Kom- 
postierung von Mill durch die Beimpfung mit verschiedenen Impfpraparaten 
nachgewiesen werden. Auch Srravup (1957) bezweifelte auf Grund eigener Ver- 
suche und Erfahrungen die Wirksamkeit verschiedener Impfmaterialien in der 
Kompostierung von Mill. 


Die Ergebnisse der mit Frischmill-Faulschlammgemischen, ange- 
rotteten Mill-Faulschlammgemischen und Millkompost angestellten Ver- 
suche bewiesen, daB die Priifung der Selbsterhitzungsfahigkeit organi- 
scher Stoffe mit Hilfe der angegebenen Methodik méglich ist. Die langen 
Versuchszeiten, die sich in den einzelnen Versuchen ergaben, wurden, 
nicht erwartet. Mit Hilfe der automatischen Temperaturdifferenzregel- 
und Registrieranlage konnten zwar auch tiber lange Zeitraume konstante 
Versuchsbedingungen beziiglich der Temperaturen erhalten werden. 
Durch weitere Arbeiten, ist jedoch zu priifen, ob die Beurteilung der 
Selbsterhitzungsfahigkeit organischer Stoffe durch die Verkiirzung der 
Versuchszeiten verbessert werden kann. 
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Zusammenfassung 

1. Die Selbsterhitzung von Wiesenheu, Mill-Faulschlammgemischen 
und anderen organischen Substanzen wurde untersucht. Die Versuche 
wurden in zylindrischen DewargefaiBen durchgefiihrt, die in einem Brut- 
schrank gehalten wurden. Durch ein Temperaturdifferenz-Regelgerat 
wurde die Brutschranktemperatur an die Temperatur der zu priifenden 
Substanz automatisch so angepaBt, daB sie in einem beliebig einzustellen- 
den Abstand der Temperatur des sich selbst erhitzenden Stoffes folgte. 

2. Kintritt und Verlauf der Temperatursteigerung wurden, von der 
Zusammensetzung der Mikroflora des Substrates beeinfluBt. Bei hohen 
Keimzahlen des Ausgangsmaterials stieg die Temperatur sofort oder nach 
kurzen Inkubationsperioden an. Im Gegensatz dazu setzte die Selbst- 
erhitzung bei niedrigen Keimzahlen erst nach langen Inkubations- 
perioden ein. Der Temperaturanstieg vollzog sich in drei Phasen, und 
zwar in der ersten Phase bis 45—50° C, in der zweiten Phase bis 60—65° C 
und in der dritten Phase bis zur Maximaltemperatur. 

3. Die Ergebnisse der Keimzaihlungen konnten durch mikroskopische 
Untersuchungen nach der Methode CHoLopny-Rosst bestitigt und erganzt 
werden. Bis zur Selbsterhitzung auf 45° C herrschten auf den Praparaten 
Kurzstabchen vor. In dem Bereich iiber 45° C war eine starke Vermehrung 
von Langstabchen festzustellen. Mittellange Stabchen traten von Beginn 
der Selbsterhitzung bis in den Bereich tiber 55° C auf. Actinomyceten 
wurden bei 55°C und hdheren Temperaturen beobachtet. Pilzhyphen 
waren nur zu Beginn der Selbsterhitzung vereinzelt festzustellen. 

4. An der Selbsterhitzung waren thermophile Bakterien der Gruppe 
des Bac. stearothermophilus, thermophile Varianten des Bac. subtilis 
sowie schmale Langstabchen mit terminaler Spore beteiligt, die nicht 
identifiziert werden konnten. 

5. Durch die vergleichende Untersuchung der Selbsterhitzung von 
Frischmutll-Faulschlammgemischen, angerotteten Mill-Faulschlamm- 
gemischen und Millkompost wurde der EinfluB der Rotte auf die Selbst- 
erhitzungsfahigkeit dieser Stoffe gepriift. Nach einer Rottezeit von 
4 Wochen konnte noch keine-wesentliche Verminderung der Selbst- 
erhitzungsfahigkeit festgestellt werden. Demgegeniiber blieb die Selbst- 
erhitzung eines 5 Monate alten Millkompostes aus. 

Herrn Prof. Dr. H. Guarue danke ich fiir Anregung und Unterstiitzung bei der 


Durchfiihrung vorliegender Arbeit. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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During the tremendous work carried out on the synthesis of fat by 
microorganisms, from economical aspects, it was realized that a high C/N 
ratio in the culture media was essential for a high fat yield (SmmDLEyY- 
Mac ean 1922; Pritt and co-workers 1935; Nacuisp and WALKER 1958, 
etc.). Several carbon sources were therefore tried as a substrate for fat 
formation. Some workers such as Lockwoop and co-workers (1934), 
REICHEL and Rernmurse (1938), and HerpeE (1939) used various carbo- 
hydrate sources. Others used organic acids [KarBaRA (1948) with Peni- 
cillium javanicum, Raa¥ (1941) with Endomyces vernalis, etc.]. 

On the other hand, work carried out from purely theoretical point of 
view (cf. Foster 1949 and Hxssr 1949), has revealed that acetate may 
be a possible intermediate in the building up of the higher fatty acid 
molecule. 

In this laboratory, sucrose was found to be a favorable carbon source 
for fat synthesis by Penicillium lilacinum. It was therefore thought, in 
the present investigation, to add sodium acetate to the sucrose medium 
with the aim to help in building up the skeleton of fatty acids and thus 
enhancing fat formation. It may be mentioned in this connection that 
acetate raised the formation of fat from glucose in Timothy grass bacil- 
lus (STEPHENSON and WHETHAM 1923). 


I. Materials and Methods 


1. The organism. The fungus used in the present investigation was Penicillium 
lilacinum Thom. obtained from the Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, 
Holland. 

2. Media and cultural conditions. The fungus was maintained on Dox’s 
agar medium and was subcultured every 14 days. In the experimental work, the 
fungus was grown as surface cultures on a basal medium of the following composi- 
tion (g./100 ml.): NaNO, 0.64; NaH,PO,- 2 H,O 0.73; MgSO,-7H,O 0.5; K,SO, 
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0.011; ZnSO, + 7 H,O 0.005; FeCl, - 6 H,0 0.016, made up to volume with distilled 
water. To complete the medium, it was first divided into 4 portions and the carbon 
source was added in the form of sucrose either alone or together with sodium acetate 
as follows: Medium 1: 10°/, sucrose; Medium 2: 10°/, sucrose + 0.5°/, sodium ace- 
tate; Medium 3: 10°/) sucrose +> 1.0°/, sodium acetate; Medium 4: 9.3°/, sucrose 
+ 1.0°/, sodium acetate. In medium 4, the amount of sucrose and sodium acetate 
calculated as carbon, is equivalent to 10°/, sucrose. The px was then adjusted in the 
four media, with sodium hydroxide to 6.8. The media were finally made up to 
volume. The basal medium has been found by Putte and WALKER (1958) to be 
favourable for fat formation by Penicalliwm lilacinum. 

The four media were dispensed in 100 ml. conical flasks, each receiving 25 ml. 
medium. The four sets of flasks were plugged and autoclaved for 10 minutes at 
15 lb pressure. They were then inoculated by a spore suspension prepared from two 
week-old slant cultures. The culture flasks were incubated at 25°C. and at inter- 
vals of 5, 7, 9, 11, 14, and 17 days, quintuplicate sets of flasks were withdrawn and 
analysed. 

The mycelial mats were filtered, thoroughly washed with distilled water, and 
then dried in a vacuum oven at 60°C. for one hour. The filtrate was analysed for 
its sugar and nitrogen contents, while the mats were weighed, ground and their fat, 
total carbohydrate and nitrogen contents were estimated. 

3. Methods of analysis. Estimations of sugar in the medium and of total 
carbohydrates in the mycelial mats were carried out in the manner given by Saip 
and Nacurs (1955). 

The total nitrogen in the medium and in the mycelial mats was estimated by 
a micro-Kjeldahl method as described by Nacurs and WALKER (1958). 

The fat in the mycelial mats was extracted and estimated as previously given 
by WoopBINE, GREGORY and WALKER (1951). 


If. Experimental Results 

1. Sugar uptake. In view of the results presented in Fig. 1, it can be 
seen that absorption of sugar was suppressed in the presence of sodium 
acetate, the suppression being greater in the higher acetate concentra- 
tion. In media devoid of acetate, the sugar content was exhausted within 
11 days, while in the presence of acetate, exhaustion occurred within 
14 days. 

2. Nitrogen uptake and total nitrogen content of the mycelial 
mats. The nitrogen content of the media (Fig. 2) dropped progressively 
until the 11th day. The drop was slower in the presence of acetate, and 
its effect was proportional, within the experimental limits, to its concen- 
tration. After the 11th day of incubation, there was a rise in the nitrogen 
content of the different media. 

The drift in the nitrogen content of the different media was reflected 
in the simultaneous accumulation of nitrogen compounds in the myce- 
lial mats. Later, the rise in the nitrogen concentration in the media was 
concurrent with a decrease in the nitrogen content of the mycelial mats. 

The release of nitrogen from the mycelial mats into the external media 
has been reported by other investigators such as HocKENHULL (1946) 
with Penicillium notatum, Foae (1952) with Anabaena cylindrica, and 
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Morton and BroapBEnt (1955) with Scopulariopsis brevicaulis and other 


fungi. 


3. Carbohydrate content of the mycelial mats. The total carbo- 
hydrate content (Fig.3) increased gradually in all the samples up to the 
9th day of incubation. This was followed by a slight and then a steep 
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Fig. 1. Changes in the total sugar content 
of the different media during incubation 
(expressed as g. glucose) 
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Fig. 3. Changesin the total carbohydrate con- 
tent of the mycelial mats during incubation 
(expressed as g. glucose) 
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Fig. 2. Changes in the total nitrogen content 
of the different media and the mycelial mats 
during incubation 
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mycelial mats during incubation 
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drop until the 14th day. A further rise in the carbohydrate content was 
observed by the end of the experimental period. Presence of sodium 
acetate in the culture media caused a retardation in the accumulation of 
carbohydrates in the mycelium during the logarithmic period of growth; 
greater retardation occurring with the higher acetate concentration. By 
the 11th day the carbohydrate con- 
tents in the different samples were 
almost the same. 

4. Fat content of the mycelial 
mats. Fat accumulation as indicat- 
ed by Fig.4 proceeded at a rela- 
tively slow rate during the early growth 
period, but later, there was active 
fat formation. Maximum fat content 
occurred on the 11th day. Later 
on, fat content declined in all the 
mycelial mats. It is clearly shown 
that although the carbon level in 
the culture media containing ace- 
tate was either higher than or equal 
to that in those media without 
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less than in the control samples. 

5. Dry weight of the mycelial mats. From results presented in 
Fig. 5, it can be noted that the dry weight of the mycelial mats increased 
during early growth at a lower rate in media supplied with sucrose and 
sodium acetate. But by the 11th day and until the end of the experi- 
ment, the influence of acetate was almost nullified. 


Ill. Discussion 


The presence of acetate in a full nutrient medium containing sucrose 
as the carbon source was found to suppress the growth of Penicelliwm 
lilacinum, the suppression being greater in the higher acetate concen- 
tration. This effect of acetate could be overcome within 11 days when 
the dry weights of the mycelial mats grown on sucrose plus acetate were 
not much different from those grown on sucrose alone. This seems 
to be the result of the retarding effect of the acetate on the uptake of 
both the sugar and the nitrogen. It is interesting to mention here that 
in view of the data presented by Cotmman and Norp (1954), it can be 
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noted that the mat weights of Fusarium lini grown on glucose alone were 
higher than when grown on glucose and acetate. The same authors also 
found that glucose was utilised at a higher rate when it served as the 
sole source of carbon. 

That the effect of acetate depends on its concentration has been reported 
by several workers. Thus, Miter and Haren (1956) found that glucose 
was a better carbon source for growth of bakers’ yeast than acetate at high 
concentrations (0.33°/, and 0.1°/,), but a little difference was noted at low 
concentrations (0.01°/,). Respiration of Chlorella has been also reported to be 
inhibited by high concentrations of acetate, while low concentrations were 
comparable to glucose (KANDLER and Ernst 1955). It may be also men- 
tioned that ScHLEGEL (1959) found that growth and metabolism of Myco- 
bacterium phlei were not inhibited by acetate at concentrations below 0.02 M. 

When the mycelial mats were analysed, it was found that the addition 
of acetate to the sucrose media resulted in a decrease in the rate of buil- 
ding up of the three main components of the fungal mycelium, namely, 
the nitrogen compounds, the total carbohydrates, and the fat contents. 

The effect of acetate on the building up of carbohydrates in living 
cells has been recorded by SmEDLEY-MactEAN and Horrert (1923). 
These authors found that carbohydrates in yeast cells.decreased in the 
presence of acetate. 

In relation to fat synthesis in the presence of acetate, different con- 
clusions were drawn. WHITE and WreRKMAN (1947) working with yeast 
cells, and Weiss and co-workers (1947) with Fusarium solani have shown 
that acetate promoted fat formation. SHAMAN (1950) has also found that 
Tetrahymena geleii, a ciliated protozoan, synthesized carbohydrates and 
fatty acids simultaneously from acetate. It is also interesting to mention, 
in this connection, that SCHLEGEL (1959) using acetate with isotopic 
carbon in-his work with Mycobacterium phlei, discovered that long chain 
fatty acids were among the cell constituents that were contaminated 
with labelled carbon. On the other hand, Lockwoop and co-workers 
(1934) and Raar (1941) pointed out that organic acids including acetic 
acid were not suitable for fat formation. 

In the present investigation, the presence of acetate first suppressed 
fat formation but the amounts of fat formed at the time fat accumu- 
lation was maximum, were not much different. It may be recalled here 
that CoLEMAN and Norp (1951) could get higher fat contents in mycelia 
of Fusarium lint when the fungus was grown on acetate alone or acetate 
plus glucose than on glucose alone. However, this result was reached 
after subjecting the organism to a series of training experiments in which 
it was grown on media with diminishing concentrations of glucose and 
increasing amounts of acetate. KLEINZELLER (1948) has already mentioned 
that yeast could be adapted to utilize xylose for fat formation. 
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Finally, it may be pointed out here that if training on acetate is accom- 
plished, the organism may become able to incorporate the acetate in the 
metabolic processes leading to fat synthesis. 


Summary 


The effects of adding sodium acetate to a sucrose-salts medium favor- 
able for fat formation by Penicillium lilacinum on growth and meta- 
bolism of the fungus were studied. The presence of acetate suppressed 
the rate of growth during the early period of incubation, but this effect 
almost disappeared towards the end of the experiment. The acetate also 
suppressed the rate of accumulation of the carbohydrates, the nitro- 
genous compounds, and fats in the mycelial mats, during the logarithmic 
period of growth. By the end of the incubation period the amounts of 
these substances in the acetate-fed cultures were not much less than 
those of the controls. It is suggested that training the fungus on acetate 
may help it to utilize the acetate for fat synthesis. 
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Antibiotics, including quinones, have been reported by several 
investigators to exert more bacteriostatic and bactericidal action on 
Gram positive bacteria than on Gram negative ones. This difference in 
the response of the two types of bacteria to quinones and other inhibitors 
have been ascribed in most cases to an impairing of the capacity of the 
Gram positive organisms to assimilate certain amino acids and concen- 
trate them in the free state within their cells [GaLz (1947, 1947a), GALE 
and Mrrcenet (1947), Gate and Taytor (1947), Exiiorr and GALE 
(1948)]. 

In view of the fact that most of the viruses reported in the literature 
are mainly constituted of a combination of amino acids [Kyi¢HT and 
SrantEy (1941), Knrenr (1942, 1947, 1947a, 1947b) and TAYLOR 
(1944)], it seemed reasonable to investigate the effect of some quinones 
on the agglutinative as well as the infective powers of some viruses. 
Thus the response of one strain of Newcastle disease virus and three 
strains of fowl-plague virus to two quinones, namely, thymo- and 
tolu-quinones was compared both in vitro and in vivo. 


I. Material and Methods 


1. Virus-Strains 


Samples of the following strains of Newcastle disease and fowl-plague viruses 
which were used in this investigation were kindly supplied by the Egyptian Ministry 
of Agriculture, Serum and Vaccine Institute, Abbassia, Cairo: 

a) Riqqa: C,P,,C,. A strain of Newcastle disease virus (N. D. V.). It was isolated 
(Et-Nassary and Eskarovs, unpublished work) on the 14th of June, 1950 from a 
diseased fowl despatched from Riqga in Upper Egypt. The virus was passed serially 
by one of the authors for 5 times in chick embryos, then in pigeon embryos for 
15 times, the last crop was collected from a cultivation in chick embryos. This virus 
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strain confers partial immunity on all inoculated fowls but does not induce complete 
immunity. Further, this strain does not kill any of the inoculated chickens over a 
period of 10 days. 

b) Original: PFC,P,,C,;. This refers to a moderately active strain of fowl- 
plague virus and is considered to be the original material. It was isolated [DAUBNEY 
and IsHac (1953)] in April 1948 from a freshly imported Indian pea-fowl at the 
Zoological Gardens, Cairo. It was passed twice in chick embryos, 11 times in pigeon 
embryos and finally for 35 times in chick embryos. This strain kills 40°/, of the 
infected fowls within 10 days and in the meantime confers partial or complete 
immunity on a small percentage of inoculated chicks. 

c) Attenuated: PFC,P,,Cj)Ps,C;. This is an attenuated line of the original 
strain of fowl-plague virus possessing high immunizing properties. It was obtained 
[Dausney and Isuac (l.c.)] by passing the original strain, after being isolated from 
the peafowl, for two times in chick embryos, 11 times in pigeon embryos, 30 times 
in chick embryos and lastly for 85 times in pigeon embryos. The final crop was 
collected from a cultivation in chick embryos. This strain confers complete immunity 
on 80°/, of the inoculated fowls and partial immunity on the remaining 20°/, but 
does not kill any of the infected fowls. 

d) Reactivated: PFC,P,,C-,Ps;C,;. With the aim of reaching a thorough 
comparison of the original active strain and the attenuated line it was thought 
advisable to try to reactivate the latter series. This was accomplished by passaging 
it for several times in chick embryos and its infectivity to fowls examined at 
5-passage intervals. It was found to regain its infectivity after 15 passages. This 
line is given the name “Reactivated series of the original strain of fowl-plague 
virus” and is included in this investigation to act as a sort of link between the 
original strain and the attenuated series. This strain regularly kills 66.7°/, of 
inoculated fowls and confers partial immunity on the remaining 33.3°/o. 


2. Quinones 


Two quinones were used in this investigation, namely, thymoquinone and 
toluquinone. In any one experiment the following concentrations of quinone in 
sterile water were prepared: 40, 80, 100, 200 and 400 ppm. Thymoquinone was 
easily dissolved in hot water while toluquinone was dissolved only after the addition 
of few drops of acetone to the hot sterile distilled water. Acetone was added to give 
a concentration of 0.8°/, of the first concentration of quinone. Such a concentration 
of acetone proved to be non effective on the hemagglutinating as well as the infective 
powers of the four virus strains used. 


3. Methods of testing quinone action 


a) For the determination of the effect of quinones on the hemagglutinative 
activity of the four virus strains under test, equal volumes of the diluted quinones 
were mixed with each virus diluted to 1:2 to give a virus dilution of 1:4 in a series 
of concentrations of quinone, namely, 20, 40, 80, 100 and 200 ppm. The mixtures 
were stored at 6—8° C. for 24 hours or at 38—39° C. for 24 or 72 hours and then 
used for hemagglutination tests according to the method described by the authors 
in a previous paper [ToLBa and Eskarovs (1954)]. 

Controls of the four virus strains in saline and of the five concentrations of 
quinone were kept. 

b) For testing the action of quinones in vivo the above concentrations of quinone 
were mixed. with equal volumes of (1:50) dilution of the virus being tested to give 
a virus dilution of (1:100) in the same series of five concentrations of quinone, 
namely, 20, 40, 80, 100 and 200 ppm. All samples were stored for 24 hours at 
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6—8° C. Storage at 38—39° C., for the same period, was abandoned because of the 
fact that some of the virus strains dealt with in this investigation practically lost 
their infective powers by the end of 24 hours when stored at such a high temperature, 
a fact which would be naturally misleading in the interpretation of the results. 

Three chick embryos were inoculated into their chorioallantoic cavities with 
0.3 ml. of each of the above mentioned virus-quinone mixtures. Chick embryos 
inoculated with similar amounts of saline or the different concentrations of quinone 
served as controls. The variously inoculated eggs were incubated at 37°C. for a 
period of 7 days during which daily counts of the dead embryos were kept. Dead 
embryos were tested for the presence or absence of virus material by the hemag- 
glutination test using chicken R. B. Cs. 


II. Experimental Results 


1. The Effect of Thymoquinone 


The results of the effect of thymoquinone on the hemagglutinative 
powers of the four virus strains used are presented graphically in Fig. 1. 
The end points presented in the figure represent the number of bifold 
dilutions starting from 1:2 in 
which the virus showed hemag- pi 
glutination activity of more 
than ++. The fraction repre- 
sents the hemagglutination 
activity, when referred to ++, 
of the virus in the highest 
dilution giving positive re- 
sults. The results in Fig. 1 
show that: 

a) Thymoquinone induced 
very slight reduction in the 
agglutinative activities of the 
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more pronounced when the Fig. 1. The effect of thymoquinone on the hemag- 
glutinative activities of strains of fowl-plague and 


virus-quinone mixtures were Newcastle disease viruses. V.D.V. Riqqa strain of 


. fe Newcastle disease virus. Orig. Original strain of fowl- 
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plague virus. 

b) The period of storage of the virus-quinone mixtures at high tem- 
perature did not seem to induce any appreciable effect on the action of 
thymoquinone. 

The results of the effect of thymoquinone on the infectivity of the 
four virus strains to chick embryos are presented graphically in Fig.2 


and 3. These results show that: 
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a) Thymoquinone was highly toxic to chick embryos when present at 
a concentration of 200 ppm. At 100 ppm. the toxicity was reduced, and 
below this concentration no toxic effect on chick embryos was traced. 
Thus, in the test for the action of thymoquinone on the infectivity of the 
four virus strains the highest 
Thymoquinone concentration, of thymoquinone, 

| viz., 200 ppm. was discarded. 
b) When present in concen- 
trations up to 80 ppm. thymo- 
quinone failed to impair the 
activity of the three strains of 
i: one (oan 20 fowl-plague and the strain of 
Fig.2. The effect of different concentrations of Newcastle disease viruses used 


thymoquinone on the viability of chick embryos. jn this investigation. The only 
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deaths (virus not recovered from dead embryos) @Xception to the above generali- 


sation was the failure of one of 

the three dead chick embryos previously inoculated with the N.D.V. 
strain to reveal the presence of virus material. 

c) The highest concentration of quinone used, viz., 100 ppm. did not 

improve the number of surviving embryos in case of both the Riqga 

strain of Newcastle disease virus and the original strain of fowl-plague 
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Fig.3. The effect of different concentrations of thymoquinone on the infectivity of strains of fowl- 

plague and Neweastle disease viruses to chick embryos. NV.D.V. Riqqa strain of Newcastle disease 

virus. Orig. Original strain of fowl-plague virus. Att. Attenuated strain of fowl-plague virus. 

Reactiv Reactivated strain of fowl-plague virus. w total no. of dead embryos. O no. of accidental 
deaths (virus not recovered from dead embryos) 


virus. The virus material, however, was completely absent from two and 
one of the dead embryos resulting from inoculation with the above two 
strains respectively. The quinone, thus, destroyed the viruses in three 
chick embryos and their death might, however, be attributed to the 
toxic effect of thymoquinone at this high concentration. 

d) The attenuated and reactivated strains of fowl-plague virus behaved 
similarly with respect to their response to the highest concentration, of 
quinone, namely, 100 ppm. Thus, 33.3°/, of the chick embryos inoculated 


eh oe 


Response of some Strains of Newcastle Disease 329 


with each of the two strains survived at the end of the experimental 
period. The dead embryos in the two cases did not reveal the presence of 
the virus and were merely accidental deaths. This shows that the virus 
was completely destroyed by the quinone in all the experimental 
embryos. 

It is therefore clear that the attenuated and reactivated strains of 
fowl-plague virus behaved in an exactly similar manner in respect to 
their response to thymoquinone and proved to be the most sensitive to 
the quinone in its high concentrations. The other strain of fowl-plague 
virus, on the other hand, appeared to be the most resistant while the 
strain of Newcastle disease virus being tested behaved in an inter- 
mediate way between the two extremes. 


2. The Effect of Toluquinone 


The results of the effect of toluquinone on the hemagglutinating 
powers of the various strains of Newcastle disease and fowl-plague 
viruses being tested are presented graphically in Fig.4. The above 
results show that: 

a) Toluquinone induced a slight reduction in the agglutinative ac- 
tivities of the four virus strains used when stored at 6—8°C. This 
effect was more pronounced when the virus-quinone mixtures were 
stored at high temperature, with the exception of the attenuated strain 
of fowl-plague virus which responded almost similarly to all experimental 
conditions. 

b) The original strain of fowl-plague virus proved to be the most 
resistant to the action of this quinone, the reactivated strain was the 
most susceptible, while the Riqqa strain of Newcastle disease virus and 
the attenuated strain of fowl-plague virus showed an intermediate 
response to the action of quinone. 

c) Increasing the period of storage of virus-quinone mixtures at high 
temperature slightly increased the destructive action of toluquinone. 

The results of the effect of toluquinone on the infectivity of the four 
virus strains to chick embryos are presented graphically in Fig.5 and 6. 
These results show that: 

a) Toluquinone is not toxic to chick embryos when present in con- 
centrations up to 100 ppm. One of the test embryos, however, died when 
inoculated with 80 ppm. quinone. This must be considered as an ac- 
cidental death, not due to toxicity of the quinone since higher con- 
centrations of the same quinone proved to be non-toxic to similar 
chick embryos. 

b) Toluginone in its various concentrations highly improved the 
number of surviving chick embryos at the end of seven days from 
inoculation with all virus strains being tested. 
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ce) All chick embryos inoculated with the N.D.V.-quinone mixtures 
survived until the end of the experimental period with the exception of 
one embryo which died when the quinone was used at a concentration 
of 100 ppm. Even this single embryo failed to reveal the presence of 
the virus denoting that the 
quinone destroyed the virus 
completely in all the test em- 
bryos. 

d) The original strain of 
fowl-plague virus proved to 
be the most resistant of all 
virus strains used. Thus, 33°/o 
of the test embryos died when 
inoculated with the virus- 
quinone mixtures and the 
dead embryos revealed the 
0 Ww 30 100 Ww 3 00 presence of the virus in their 
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Fig. 4. The effect of different concentrations of . 
toluquinone on the hemagglutinative activities of e) The attenuated and re 


strains of Newcastle disease and fowl-plague viruses. activated strains of fowl- 
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bryos died accidently in each 
case. It, thus, appears that the attenuated and reactivated strains 
of fowl-plague virus again behaved in an exactly similar manner in 
respect to their response to toluquinone. Their great sensitivity to 
toluquinone, in all concentrations used was, however, shared by the Riqqa 
strain of Newcastle disease virus. The original strain of fowl-plague virus 
appears again to be the most resistant to the destructive effect of tolu- 
quinone. 
The above results stimulated the authors to try to find out the effect 
of quinones prior to and after inoculation of the chick embryos with the 
virus strains being tested. Experiments in which the chick embryos 
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were treated with the different concentrations of the two quinones used 
24 hours before or after inoculation with the virus strains did not show 
any material difference from their controls inoculated with the virus 
alone. This point has got to be investigated on more extensive grounds 
before drawing definite conclusions. 
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Fig.6. The effect of different concentrations of toluquinone on the infectivity of strains of Newcastle 

disease and fowl-plague viruses to chick embryos. V.D.V. Riqqa strain of Newcastle disease 

virus. Orig. Original strain of fowl-plague virus. Aft. Attenuated strain of fowl-plague virus. 

Reactiv. Reactivated strain of fowl-plague virus. @ total no. of dead embryos. 0 no. of accidental 
deaths (virus not recovered from dead embryos) 


Discussion 
The results of the experiments recorded in the present work revealed 


the following points: 

a) Thymoquinone and toluquinone appreciably reduced the infectivity 
powers of the strains of Newcastle disease and fowl-plague viruses being 
tested but did not materially affect their hemagglutinating powers. 

b) Toluquinone proved to be more effective in destroying the in- 
fectivity of the different virus strains being tested than thymoquinone. 

c) The different viruses or virus strains being tested responded 
differently to the two quinones used. The reactivated strain of fowl- 
plague virus behaved in a closely similar manner to the attenuated strain 
of the same virus from which it was obtained by serially passing in chick 
embryos for 15 times. The original strain of fowl-plague virus and the 
Riqqa strain of Newcastle disease virus behaved in rather different ways 
from one another on the one hand, and from the above two strains of 
fowl-plague virus on the other. Out of the three strains of fowl-plague 
virus used in this investigation the original strain appeared to be the 
most resistant to the different concentrations of thymo- and toluquinones 
while the attenuated and reactivated strains were easily inactivated in 
presence of quinones, particularly toluquinone. 
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Summary 


Comparative studies of the response of some Egyptian strains of 
Newcastle disease and fowl-plague viruses to tolu- and thymoquinones 
revealed that the two quinones appreciably reduced the infectivity, but 
not the hemagglutinative powers of the virus strains, toluquinone being 
more effective in this respect than thymoquinone. The different viruses 
or virus strains responded differently to the two quinones. 
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An, evaluation by Doy1eE (1927) of the effect of marked acidity and 
alkalinity on the infectivity of Newcastle disease virus indicated greater 
resistance to the hydrogen than the hydroxyl ions. The results of Pyn 
(1938), in case of fowl-plague virus, showed that the maximal stability 
of the infectivity occurred between py 6.3 and 9.1 and that the virus was 
destroyed immediately at py 4 and py 12.7. Moses, BRanpLy, and 
JONES (1947) studied the px-stability patterns of 4 strains of Newcastle 
disease virus and 3strains of fowl-plague virus. Their observations 
revealed a close relationship among the strains of Newcastle disease 
virus, and a distinct diversity between the virus of Newcastle disease and 
that of fowl-plague. The above results and those for other viruses 
(FINKLESTEIN et al., 1940; Earon 1940; Exrorp et al. 1946) suggested 
rather distinct py-stability patterns of the different viruses. 

The work embodied in this paper is a comparative study of the pxy- 
stability patterns of some strains of Newcastle disease and fowl-plague 
viruses isolated from various. avian sources collected from different 
localities in Egypt. One strain of Newcastle disease virus, namely, the 
vaccine strain, obtained from Palestine, was also included in this in- 
vestigation. 


I. Material and Methods 
1. The Strains 


The following strains of Newcastle disease and fowl-plague viruses were used 
in this investigation: A. Strains of Newcastle Disease Virus: 1. Vaccine: 
NeP,R,C,. 2. Riqqa: C;P,;C,. 3. Cairo Cy. — B. Strains of Fowl-Plague 
Virus: 1. Original: PFC,P,,C,;. 2. Attenuated: PFC,P,,Cj)P,;C,. 3. Reactivated: 
PFC,Py,CapPs5C15- 4. Tyroid: T,,,. 5. Dardiry: DF,P,,C,. 
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The detailed characteristics of the above strains are given in another paper 
(Tosa and Esxarovus 1959). All the above mentioned strains and series of both 
Newcastle disease and fowl-plague viruses were kindly supplied by the Egyptian 
Ministry of Agriculture’s Serum and Vaccine Institute, Abbassia, Cairo. 

The source of the virus used in the following tests was the allanto-amniotic 
fluids of embryonated chicken eggs which had been infected with the re- 
spective viruses after 10 days of incubation. These materials were admixed 
in the ratio of 1:9 or 1:99 with portions of a buffer solution having pu-values 
from 2 to 12. The 1:9 mixture was used for tests of the hemagglutination 
activity of the virus whereas the 1:99 dilution was used when examining the 
virus infectivity to chick embryos. 


2. The Buffer Solutions 


A stock buffer solution (potassium dihydrogen phosphate, potassium hydrogen 
phthalate, and boric acid) with a px-value of 3.98 (approx. pH 4) was prepared. For 
experimental purposes, buffer solutions differing by a gradient of 2 py-units were 
prepared by the appropriate addition of 0.2 N hydrochloric acid, 0.2 N sodium 
hydroxide or distilled water so that the final concentrations of buffer salts were the 
same in all solutions. 

The virus-buffer mixtures, immediately after their preparation, were stored in 
the refrigerator (6—10° C.) for 1 hour, 1 day or 7 days. At the specified time inter- 
vals, samples of the virus-buffer mixtures were withdrawn from the refrigerator and 
tested for their hemagglutinating powers and infectivity to chick embryos, when 
present in dilutions of 1:10 and 1:100 respectively, according to the methods 
described by the authors in other papers (ToLBA and Eskarous 1954, 1959). 
Control sets were kept by mixing each of the virus strains or the buffer solutions 
separately with chicken erythrocytes or inoculating each of them into 10-day old 
chick embryos. 

The py-values of the various buffer solutions remained, more or less, con- 
stant by the end of 7 days storage except, probably, a slight increase and a 
slight decrease in the pa-values of the various solutions initially adjusted to 
pu 2 and py 12 respectively. 


II. Experimental Results 


1. Effect of Storage of Different Strains of Newcastle Disease 

and Fowl- Plague Viruses at Different py-Values for Varying 

Time Intervals on Their Powers of Agglutinating Chicken 
Erythrocytes 


Fig.1 and 2 give a graphical representation of the effect of pu-value 
on the hemagglutinating activities of the virus strains expressed as (—) 
log. the last dilution of the virus which gave definite agglutination of the 
erythrocytes. The different buffer solutions did not induce any effect on 
the chicken erythrocytes at the various time intervals and hence it was 
thought unnecessary to include their results here. Fig. 1 and 2 show 
that: 


a) All five strains of fowl-plague virus were almost unaffected by 
storage at py-values 6, 8 and 10 for periods up to 7 days. On the other 
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hand, the hemagglutination 
activities of the five strains 
were apparently completely 
destroyed after 1 hour storage 
at py-values 2, 4 and 12. 

b) The three strains of New- 
castle disease virus behaved 
in a, more or less, similar way 
to the strains of fowl-plague 
virus with respect to their 
response to the various pqx- 
values used in this investiga- 
tion except px 4. Thus, at the 
end of one hour storage at 
pu 4 the strains of Newcastle 
disease virus revealed con- 
siderable agglutination activi- 
ties, most pronounced in case 
of Riqqa and Cairo C strains. 
When stored for 24 hours at 
the same px-value the latter 
strains still retained some of 
their powers to agglutinate 
chicken erythrocytes while the 
vaccine strain nearly lost this 
power. Storage for 7 days at 
px 4 led to a complete failure 
of all three strains to retain 
any trace of their agglutination 
activities. 

The foregoing discussion of 
the results may reveal a close 
relationship among the five 
strains of fowl-plague virus 
with regards their response to 
the px-value of the storage 
medium, a distinct diversity 
between the behaviour of the 
virus of Newcastle disease 
and that of fowl-plague when 
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stored at px 4, and a rather considerable similarity between the 
different strains of Newcastle disease virus, with respect to their 


pu-stability patterns. 
Arch. Mikrobiol., Bd, 34 
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2. Effect of Storing Different Strains of Newcastle Disease and 
Fowl- Plague Viruses at Different py- Values for Various Time 
Intervals on Their Infectivity to Chick Embryos 

As stated earlier the different buffer solutions or virus buffer mixtures 


were inoculated into chick embryos after various storage periods at 
6—10° C. Three embryos were used for each determination. All chick 
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Fig. 3. Infectivity of different strains of Newcastle 
disease and fowl-plague viruses to chick embryos. 
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embryos were incubated at 
37°C. for a period of 7 days 
during which daily records 
of the dead embryos were 
kept. The results of this in- 
vestigation showed that: 


a) Inoculating the different 
buffer solutions separately 
into chick embryos was of 
completely no effect on these 
embryos. 


b) The infectivity of sus- 
pensions of the different 
strains of fowl-plague and 
Newcastle disease viruses in 
sterile distilled water was 
not affected to any appre- 
ciable extent by storage at 
6—10° C. for periods up to 
7 days. 


c) The infectivity of the 
three strains of Newcastle 
disease virus used in this 
investigation was almost 
completely destroyed when 
stored at px-values 2 and 
12 for the various experi- 
mental time intervals except 
in cases of the Riqqa and 
Cairo C strains which re- 
vealed slight infectivity when 
stored for one hour at pq- 
values 2 and 12 respectively. 
This infectivity was almost 


completely lost in both cases by the end of 24hours storage. Storage 
of the three virus strains at py-values 4, 6, 8 and 10 was of apparently no 
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effect on their infectivity to chick embryos throughout the whole 
experimental period. It is worth mentioning, however, that storage of all 
three strains of Newcastle disease virus at py 4 for 7 days induced a 
delay in the death of the inoculated chick embryos up to 6 or 7 days 
as compared to 2 or 4 days in the controls. 


d) The five strains of fowl-plague virus were not affected to any 
appreciable degree by storing at py-values 6, 8 or 10 for time intervals 
amounting to 7 days. Storage of the fowl-plague virus strains for one 
hour or more at p-values 2, 4 and 12 induced apparently complete (in 
the majority of cases), or at least partial (in a small number of pean 
destruction of virus infectivity. 


The above results, therefore, show that the strains of fowl-plague 
virus behaved in a distinctly different manner from those of Newcastle 
disease virus with respect to their response to pg 4. Thus the infectivity 
of all five strains of fowl-plague virus was almost completely destroyed 
when stored at py 4 for a period of one hour except in case of the Dardiry 
strain which resisted this treatment to a certain extent. The infectivity 
of the latter strain was, however, completely destroyed when stored at 
pu 4 for 24 hours or more. 


Fig.3 and 4 clearly show the behaviour of the strains of the virus of 
fowl-plague and Newcastle disease virus at px 4. 


Ill. Discussion 


The results obtained in the present investigation revealed that all 
strains of fowl-plague and Newcastle disease viruses being tested were 
almost completely stable with regards their powers of agglutinating 
chicken erythrocytes at py-values 6, 8 and 10. At py 2 they all nearly 
lost their agglutinating powers. 


All strains of the two viruses did not lose any of their infectivity 
powers at px-values 6, 8 and 10. At px 2, they all nearly lost 
their infectivity powers. On the other hand, all strains of both 
viruses revealed distinct diversity with regards the effect of px 4 
on their infectivity to chick embryos. Thus, nearly all strains of 
fowl-plague virus completely lost their infective powers when stored 
fer one hour at po 4, whereas the strains of Newcastle disease virus 
remained infective to chick embryos when stored at py 4 for periods 
up to 7 days. 


Summary 


The strains of fowl-plague virus being tested completely lost 


their infectivity to chick embryos when stored at px 4 for one 
23* 
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hour or more while those of the virus of Neweastle disease were 
all infective to chick embryos when stored at this pu-value for 
periods up to 7 days. 
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Einige Chrysophyceen (Ochromonas minuta n. sp., 
Synochromonas korschikoffii n. sp., Monas spec.) * 


Kleine Mitteilungen tiber Flagellaten und Algen VI 


Von 
E. G. PRINGSHEIM und OLGA PRINGSHEIM 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 27. Juni 1959) 


Nur wenige Chrysophyceen sind bisher in Reinkultur studiert worden 
und von farblosen nur eine Art, namlich ein Ockomonas (HARDIN 1942). 
Da aber HarvIn nicht angibt, wie er die Befreiung von Bakterien fest- 
gestellt hat, so ist selbst sein Erfolg nicht ganz gesichert. Die Bakterien 
kénnen naémlich von solchen zootrophen Flagellaten soweit in Schach 
gehalten werden, daB sie nur in kleinsten Mengen vorhanden sind und 
keine Triibung der Kulturfliissigkeit bewirken, trotzdem aber einen 
groBen EinfluB auf das Gedeihen haben, wie mir aus anderen Beob- 
achtungen bekannt ist. Auf jeden Fall jedoch war die Hardinsche Arbeit 
richtunggebend, denn sie zeigte, in Bestatigung der Angaben von 
H. Meyer (1897) und DoFLErIn (1922), die mit ungereinigten Kulturen 
gearbeitet hatten, daB Chrysophyceen ,,Zuckerflagellaten“ (PRiINas- 
HEM 1954a, 1956b) zu sein pflegen. 

Bei den Ochromonadaceen-Monadaceen gibt es alle Ubergange zwischen 
ausgesprochener, selbstgeniigsamer Phototrophie und vollkommener 
Heterotrophie. Das mag als nichts Neues erscheinen, blieb aber bloBe 
Vermutung, solange keine Reinkulturen zur Verfiigung standen. Mit 
ihrer Hilfe angestellte Versuche zeigten, daB die Verhaltnisse recht 
mannigfaltig sind. Vor allem muBte die herrschende Vorstellung auf- 
gegeben werden, daB Flagellaten mit animalischer Ernéhrung (Zootro- 
phie, Phagotrophie) ,,holozoisch“ seien, wenn man darunter sinngemaB 
eine ausschlieBlich auf Fressen beruhende Ernahrungsweise versteht. 
Vielleicht gibt es Ciliaten, die sich so verhalten, aber Flagellaten kaum. 

Durch die Aufnahme und Verwertung geloster organischer Nahrstoffe 
neben der Verarbeitung geformter Nahrungsteilchen, kleiner Organismen 
und deren Uberreste (Detritus), kommt eine gemischte Ernahrungsweise 
zustande. Das wird noch verwickelter, wenn Photosynthese als ein 


* Unterstiitzt durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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dritter Ernahrungsfaktor hinzu kommt, wie z.B. bei Ochromonas mal- 
hamensis (PRINGSHEIM 1952). Bei verschiedenen Chrysomonaden kann 
der eine oder andere Faktor besondere Bedeutung erlangen, und die 
anderen kénnen zurtcktreten. 

Ochromonas malhamensis und ahnliche blasse Chrysomonaden sind 
auBerstande, durch Photosynthese genug Energie- und Baumaterial fiir 
die Vermehrung zu erzeugen, obgleich sie sich am Licht viel langer am 
Leben erhalten als im Dunkeln. Zum Wachstum aber brauchen sie einen 
organischen Nahrstoff, am besten ein Kohlenhydrat. Nur in bezug auf 
das Ausharren unter ungiinstigen Lebensbedingungen sind sie besser 


daran als Arten von Monas, die gar kein Chlorophyll besitzen. Diese ~ 


iiberdauern Hungerperioden als Cysten, die bei der Ochromonas-malha- 
mensis-Gruppe nicht gebildet zu werden scheinen. 

Nach der entgegengesetzten Richtung als die durch die Arten von 
Monas vertretene weicht Ochromonas danica (PRINGSHEIM 1955b) von 
O. malhamensis ab, da ihre Chromatophoren betrachtlich gréBer sind als 
die der blassen Arten und durch ihre kraftig griine Farbe einen hoéheren 
Chlorophyllgehalt verraten. Diese Art kann sich mit Hilfe ihrer Kohlen- 
siiureassimilation unter giinstigen Umstinden ein wenig vermehren, 
wenn auch nicht so stark wie bei Zuckerzusatz zum Medium. Neuerdings 
habe ich eine ausgesprochen phototrophe Art, Ochromonas minuta 
n. sp. in Kultur genommen. Sie hat sehr kleine Zellen mit einem deut- 
lichen Stigma. 

“” Die dkologische Bedeutung des Augenfleckes ist vorliufig unverstandlich. Man 
konnte annehmen, da8 sein Besitz bei 0. danica und O. minuta — im Gegensatz zu 
O. malhamensis ohne Stigma — mit dem Photosynthesevermégen zusammenhangt, 
indem er der Phototaxis dient, die die Zellen in giinstige Assimilationsbedingungen 
bringt; aber alle Monas-Arten, die ich gesehen habe, besitzen trotz fehlender 
Photosynthese ein Stigma, und dasselbe gilt fiir Arten von farblosen Eugleninen 


(PrincgsHEmm u. Hovassp 1950, PrinasHEerm 1956a), von Polytomella (1955c), 
Polytoma u. a. ' 


I. Ochromonas minuta n.sp. 

Die Art stammt aus einem Teich an der Strafe zwischen Uslar und 
Holzminden im Solling, einem der Weserwilder. 

Dieser Ochromonas konnte, ebenso wie die anderen von mir in Kultur 
genommenen, mit Hilfe der ausfiihrlichen Bestimmungstabelle bei 
Huper-Prsrauozzt (1941, 8. 159ff.) nicht mit einem der friiher be- 
schriebenen identifiziert werden. Leider sind die dort angegebenen 
Merkmale fast unbrauchbar, weil die GroBe und Gestalt der Zellen, die 
Form und der Farbstoffgehalt der Chromatophoren und der Reichtum an 
Reservestoffen auch bei genetisch einheitlichem, d.h. von einer Zelle 
ausgehendem Material viel mehr schwanken, als friihere Autoren an- 
genommen haben. Bleibt nur das Vorhandensein oder Fehlen eines 
Augenfleckes, der iibrigens auch nicht immer gleich gut sichtbar ist. 
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Die neue kleine Ochromonas-Art hat ein Stigma, scheint aber nicht zu 
den bei HuBER-PEsTALozzi angefitithrten Arten mit diesem Merkmal zu 
passen. Deshalb habe ich ihr einen neuen Namen gegeben und nenne sie 
O. minuta, von minutus = winzig, weil sie nur 4—5 yu lang ist. Die Zelle 
ist gewohnlich herzformig, 2,5—3y breit und hinten gerundet oder 
etwas verschmilert (Abb. 1). Das einzige Chromatophor ist eine langliche, 
oft leicht gedrehte Platte, die gewohnlich etwas zur Seite geriickt er- 
scheint und an ihrem Vorderende das 
immer deutliche Stigma tragt. Die langere 
GeiBel ist 1,5—2mal kérperlang, die andere 
sehr kurz. Das konnte nur mit Dunkel- 
feldbeobachtung festgestellt werden. 


Man konnte am ehesten an O. minuscula Con- 
rad denken; aber beim Vergleich trifft man auf 
lauter Unsicherheiten, denn bei der neuen Art 
sind: 1. die Zellen nicht starr und nicht immer 
eiformig, 2. die Geifeln beide kiirzer, 3. das Chro- 
matophor hat gewohnlich keine gewdlbte Gestalt, 
4. das Stigma ist nicht ,,sehr kurz‘, 5. eine pul- 
sierende Vacuole nahe dem Vorderende haben 
die meisten Arten, 6. die Schwimmart wechselt. 
Auffallend ist die Nichterwahnung von Nahrungs- 
vacuole und Chrysose in Conraps Beschreibung 
(HupER-PEsTaLozzi 1941, ohne Zitat). 


Die Reinigung von anderen Organismen 
bot wegen der Kleinheit der Zellen 
Schwierigkeiten; nur jemand, der viel 


Abb.1. Ochromonas minuta. 1, 2, 3 Zel- 


Ubung hat, kann Zellen, die 15 in der 
Lange nicht erreichen, mit der Capillar- 
pipette isolieren. Mit Plattenausstrich 
wurde nichts erreicht, weil die Zellen sich 
auf der Agaroberfliche abrundeten, ohne 


len verschiedener Gestalt mit Chro- 


matophoren und Augenflecken; 
4 Zelle nach Fiitterung mit Carmin; 
5, 6 Zellen nach reichlicher saprotro- 
pher Ernihrung mit groBen Chrysose- 
Ballen. Chromatophoren anscheinend 
verschwunden. Alle Figuren 2500 x 


sich zu vermehren. SchlieBlich aber ge- 

lang die Isolierung doch; aber erst nach mehrfacher Wiederholung des 
Waschverfahrens wurden Reinkulturen erzielt, die nun bei Zusatz 
organischer Substanzen gut gediehen, auch im’ Dunkeln, wo sie dann 
vollig farblos aussahen. 

Wie die anderen, bisher kultivierten Arten von Ochromonas nimmt 
O. minuta Nahrungsteilchen und ebenso andere feste Teilchen at“ B. 
Bakterien und Carminkérnchen (Abb.1, Fig. 4). Letztere werden in 
ziemlicher Menge in der Zelle zusammengeballt, erstere in Fangvacuolen, 
vor allem am Vorderende festgehalten und ins Innere verschoben. 

An den Reinkulturen la8t sich aber leicht zeigen, daB animalische 
Ernahrung nicht nétig ist, wenn die geeigneten organischen Nahrungs- 
stoffe in geléster Form verfiigbar sind. Sehr tippig ist die Vermehrung in 
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-den Mischungen, die sich schon bei O. malhamensis und O. danica 
bewahrt haben, namlich Nahrlésungen, welche auBer den unumgang- 
lichen Salzen Pepton, Glucose und Leberextrakt enthalten. Zucker oder 
Glycerin ist férderlich, aber nicht ganz unentbehrlich. In Medien mit 
anorganischen Nahrsalzen und Erdabkochung findet eine schwache, 
nicht an die mit Zucker heranreichende Vermehrung statt, aber nur am 
Licht, was fiir eine wirksame Photosynthese spricht. Fiir Vermehrung im 
Dunkeln ist natiirlich eine organische Energiequelle notig. Der Organis- 
mus gedeiht auch auf feuchtem Agar und bildet dann Kolonien und 
Auflagerungen von brauner bis olivgriiner Farbe. 


Giinstig fiir die Ernahrungsversuche war der Umstand, da die Art 
nicht sehr py-empfindlich ist und bei neutraler Reaktion gedeiht. Sie 
vermehrt sich in einem Bereich von etwas weniger als pq 6 bis etwas 
tiber px 7. 

Dagegen sind die Reinkulturen gewohnlich kurzlebig, so da man oft 
umimpfen mu8, um sie nicht zu verlieren. Bei schneller Vermehrung 
wird bald ein Zustand erreicht, in dem der Organismus seine Geifel- 
bewegung aufgibt, ohne Cysten zu bilden. 


Die Fahigkeit, sich ohne organisches Energiesubstrat zu vermehren, 
blieb lange zweifelhaft, obgleich die Photosynthese sicher sehr zum 
Gedeihen beitragt. Entsprechend ist die Ausbildung der Chromatophoren 
von den AuSenbedingungen abhangig, wie wohl bei allen Arten der 
Gattung. 

Zucker ist unentbehrlich fiir eine reichliche Vermehrung, die am 
besten durch weiteren Zusatz von Pepton und Hefeextrakt erzielt wird. 
Mit Zucker und anorganischen N-Salzen findet kein Wachstum statt, 
obgleich diese gut verwertbar sind. Dazu sind Vitamine erforderlich, und 
zwar sowohl B, wie B,,; aber diese geniigen nicht, um in einer minera- 
lischen. Nahrlésung mit Zucker Vermehrung zu erméglichen, die erst 
eintritt, wenn auch Erdabkochung zugesetzt wird. Diese macht bis zu 
einem gewissen Grade das B,, entbehrlich, das sie immer (wenn auch in 
wechselnden Mengen) zu enthalten scheint, aber nicht das B,, das bei der 
Sterilisation zerstort wird. 

Kine ganze Reihe von Versuchen mit verschiedenen Aminosauren und 
Vitaminen als Ersatz der Erdabkochung wurde durchgefiihrt. Weder 
einzelne Aminoséuren, noch das Saurehydrolysat von Casein verbesserten 
das Wachstum. Von den Vitaminen war nur B, (Pyridoxin) neben B, 
und B,) in mehreren Versuchen wirksam und machte die Erdabkochung 
entbehrlich. Es ist nicht unter denen, die Hurngr et al. (1953, S. 858) als 
geeignet fiir Ochromonas malhamensis auffiihren. Der Befund muB noch 


weiter geprift werden, bevor Ochromonas minuta fiir den Pyridoxin- 
Nachweis verwendet werden kann. 
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Il. Synochromonas korschikoffii n.sp. 


A. Herkunft 


Die neue Art Synochromonas korschikojffii ist ein dkologisch inter- 
essanter, besonders unter den kolonialen Chrysomonaden durch An- 
passungsfahigkeit in der Ernihrung recht bemerkenswerter Fall. Ich 
fand den Organismus im November 1957 in einer Regenwasserpfiitze in 
Wagenspuren auf tonigem Grund, in die Herbstblitter von nahe- 
stehenden Baéumen gefallen waren, am verlangerten Nonnenstieg bei 
Gottingen. Korscuikorr hat den Typus der Gattung, seine Synochro- 
monas pallida, in einem Sumpfpflanzenbecken des Botanischen Gartens 
von Charkow entdeckt und in Siimpfen in der Umgebung wieder- 
gefunden, und zwar im November und Dezember. Seitdem scheint 
dieser Organismus nicht mehr beobachtet worden zu sein. KoRSCHIKOFF 
fand Synochromonas unter dem Eis mit farblosen und roten Schwefel- 
organismen zusammen. Bei 8° C hielt sich der Organismus im Labora- 
torium ganz gut; im Hangetropfen aber ging er nach wenigen Stunden ein. 

An diesen Bericht erinnerte ich mich nicht, als ich Synochromonas in 
Kultur nahm; sonst hatte ich vielleicht den Versuch als hoffnungslos 
aufgegeben. KorscHIkorrs Beschreibung des, wie er selbst sagt, schwer 
zu untersuchenden Organismus, ist gut, wenn auch einige Unsicherheiten 
zu beheben bleiben. Das liegt an der morphologischen Wandelbarkeit 
eines solchen Lebewesens, die so weit geht, daB man nicht entscheiden 
kann, welche Ausbildungsart dem ,,normalen‘‘ Lebenszustand entspricht. 

Am 18.11.1957 wurden vom Standort her abgefallene Blatter mit 
Erdschlamm und Wasser ins Laboratorium gebracht. Am 19. 11. 
beobachtete ich einen verhaltnismaBig groBen (14 w langen), ungefahr 
herzformigen Monas mit kleinem Augenfleck. Auch kugelige Zellen, die 
der gleichen Art angehért haben kénnen, wurden gesehen; daneben 
Anthophysa vegetans, wenig Vitreoscilla, groBe Bakterien (Azotobacter ?) 
und anderes. Am 21. 11. sah ich zum ersten Mal grofe, kugelige Kolonien, 
_die aus vielen Zellen einer Ochromonadacee mit blassem Chromatophor 
und Stigma zusammengesetzt waren. Wie ich jetzt annehmen darf, 
waren sie aus dem ,,Monas‘‘ entstanden. Spater fanden sich auch 
Beggvatoa, Ciliaten und mehr Bakterien ein. 

Im folgenden Jahr wurde der Organismus an der gleichen Stelle schon 
am 30. 10. 1958 in einer von drei Pfiitzen wiedergefunden. Es war eine 
Schénwetterperiode vorausgegangen, und in den Pfiitzen waren noch 
kaum irgend welche Blatter. Ob in derjenigen, die Synochromonas enthielt 
und die schwach braunlich aussah, nicht doch vielleicht schon einige 
Blattchen gewesen sind, lieB sich hinterher nicht feststellen, weil Kalte 
und Regen einsetzten und die Eschen und Ahornbaéume ihr Laub in 
Massen fallen lieBen. 
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B. Morphologie 


Es war nicht leicht, zu entscheiden, wohin die koloniebildende Chryso- 
phycee zu stellen war. Sie ist Synochromonas pallida Korschikoff (1929) 
shnlich und wurde anfangs zu dieser gestellt. Hinige Beobachtungen spre- 
chen aber dagegen, z.B. das Fehlen animalischer Nahrungsaufnahme. 
Eine naihere morphologische Untersuchung deckte weitere Unterschiede 
auf. Da die von mir beobachtete Form noch nicht beschrieben worden ist, 
schlage ich vor, sie Synochromonas korschikoffii za nennen. Mit der Er- 
forschung der Ernahrungsphysiologie wurde neuer Boden betreten, da 
keine koloniebildende Chrysophycee bis auf Synura, die By braucht 
(PRovASOLI u. PINTNER 1953), in dieser Hinsicht untersucht worden ist. 

Synochromonas stellt im vollentwickelten Zustand eine kugelige, aus 
vielen strahlig angeordneten Ochromonas-artigen Zellen aufgebaute 
Kolonie dar, die bis 60 4 im Durchmesser erreicht. Sie ist unter Drehung 
dauernd in Bewegung, dabei vom Licht wegschwimmend. Beim Versuch 
der Fixierung mit OsO, oder Jod zerfallen die Kolonien, und die Zellen 
verandern ihre Gestalt; nur wenig besser ist verdiinnte Schaudinnsche 
Lésung. Durch das Deckglas kénnen die Kolonien auch nicht festgehalten 
werden, denn bei dem leichtesten Druck oder sonstigen Storungen tren- 
nen sich die Zellen voneinander und schwimmen davon oder gehen 
zugrunde. Ohne Anwendung der Immersion sind aber die inneren 
Strukturen schwer zu erfassen. Die Begrenzung der sehr blassen Chro- 
matophoren, konnte anfangs nicht erkannt werden. Tch sah zunachst nur 
eine allgemeine leicht gelbliche Ténung. 


Sofort fiel die Ahnlichkeit mit den Kolonien von Anthophysa vegetans auf, deren 
Zellen allenfalls etwas schlanker sind. Als ich diese farblose Monade studierte 
(PRrnasHerm 1946), suchte ich nach einem vergleichbaren gefarbten Organismus. 
Am abnlichsten schien damals Uroglena zu sein, bei-der aber die Zellen hohlkugelig 
angeordnet sind, weil sie am Ende von der Mitte ausstrahlender, verzweigter, von 
ihnen selbst ausgeschiedener Gallertstringe sitzen. Synochromonas korschikoffii ist 
Anthophysa bedeutend ahnlicher als Uroglena, auch durch den leichten Zerfall dez 
Kolonien. 

Die frei schwimmenden Zellverbinde von Anthophysa sind von H. MeyEr (1897) 


als Monas sociabilis beschrieben und von allen spateren Autoren unter diesem _ 


Namen gefiihrt worden. Noch 1957 fiihrt SzaBavos fiir das Wasser der Theiss beide 
,Arten® getrennt auf, obgleich sie die Loslésung und das Fortschwimmen der 
Kolonien von Anthophysa beobachtet hat und in ihren Zeichnungen kein Unterschied 
zu erkennen ist. Ich habe ein halbes Dutzend Stamme von ,,Monas sociabilis: ohne 
Stiele von ganz verschiedenen Orten, von England, Florida und Deutschland 
isoliert und sie stets in geeigneten Erde-Wasser-Kulturen braune Stiele bilden sehen. 
Andererseits kann man Anthophysa in kohlenhydratreichen Rohkulturen fort- 
ziichten, ohne daB die Kolonien sich festsetzen und Stiele bilden. Die Rein- 
ziichtung von Anthophysa ist mir aber nicht gelungen. 

Mrver meinte, die Kolonien von ,,Monas sociabilis’ entstiinden durch Zu- 
sammentreten vieler Einzelzellen, und wahlte deshalb den Artnamen. Der Hergang 
ist jedoch anders. Bei Anthophysa (wie bei Synochromonas) zerfallen die Kolonien 
beim Wechsel der Lebensbedingungen in Hinzelzellen. Aus jeder kann durch 


Einige Chrysophyceen 345 


Beieinanderbleiben der Tochterzellen nach der Teilung wieder eine Kolonie werden. 
Die wenigzelligen jungen Aggregate sind anfangs unregelmaBig. Da aber die Zellen 
mit den verschmalerten Hinterenden verklebt bleiben, so entsteht allmahlich ein 
kugeliges Gebilde. Auch bei betrichtlicher Zellenzahl kann dieses zundchst noch 
Liicken und UnregelmaBigkeiten aufweisen, und erst allmahlich wird es durch Druck 
und Spannung eine in sich geschlossene Kugelkolonie. Man kann den Vorgang etwa 
mit der Entstehung einer kreisférmigen Kolonie von Pilzmycel oder Bacillus myco- 
ides vergleichen, die auch aus unregelmaBigen Anfangen hervorgehen. 

Der Zerfall der Kolonien nach Ubertragung in neue Nahrlésung bringt 
es bei Anthophysa sowohl wie bei Synochromonas mit sich, da® die 
Organismen zuweilen wahrend guter Vermehrung bei Betrachtung mit 
dem bloBen Auge oder dem VergréB8erungsglas aus der Kultur verschwun-, 
den zu sein scheinen, um nach 3 oder 4 Tagen wieder sichtbar zu werden. 
Die Einzelzellen sind eben schwer zu entdecken, die Kolonien aber sehr 
— auffallig. ‘ 

Sind die Bedingungen, ohne schadlich zu sein, der Vermehrung nicht 
giinstig, so konnen Kugelkolonien wochenlang unverandert am Grunde 
der GefaBe herumschwimmen. Bei Nahrungsmangel kénnen sie auch in 
einzelne, lebens- und entwicklungsfiahige kugelige Zellen zerfallen. 

Die Bewegung wird durch die lange HauptgeiBel bewirkt. Wie sie 
dabei schwingt, konnte ich nicht feststellen. An festliegenden Einzel- 
zellen ist das Ende der im aufersten Drittel gebogenen Hauptgeifel in 
verhaltnismaBiger Ruhe, wahrend der mittlere Teil einen schmalen 
Schwingungsraum umschreibt. So verhalten sich auch die GeiBeln 
anderer Chrysomonaden beim Heranstrudeln von Nahrungsteilchen 
(REYNOLDS 1934). Die Verhaltnisse wurden im Dunkelfeld studiert. 
Erst mit dessen Hilfe wurde auch die zweite GeiBel gefunden, welche, wie 
schon Korscouikorr fiir S. pallida angegeben hat, kurz und starr ist. Das 
kann, vielleicht als ein Anzeichen von Riickbildung angesehen werden. 
Bei Anthophysa wie bei Ochromonas- und Monas-Arten schien mir die 
KurzgeiBel beweglicher als bei Synochromonas. Durch den _ Besitz 
einer langen und einer kurzen Geibel erweist diese sich als eine 
Ochromonadacee. 

Synochromonas pallida (Korscu1KorF 1929), der Typus der Gattung, 
ist ,,vorwiegend holozoisch‘‘, wihrend bei meiner Form nie eine Auf- 
nahme fester Teilchen beobachtet wurde. Weder Bakterien, noch Perl- 
tusche, Carmin oder Ultramarin, die von anderen Ochromonadaceen 
sofort einverleibt werden, gingen in die Zellen hinein. Auch konnte ich 
weder im urspriinglichen Material noch in Faulkulturen Nahrungs- 
vacuolen finden. Korscurkorr dagegen sah im Innern der Zellen von 
Synochromonas pallida an ihrer Farbe erkennbare Chromatien. 

Mein Organismus schlieBt sich in dieser Hinsicht mehr an Uroglena an, 
fiir die nie animalische Ernahrung angegeben worden ist, als an Syno- 
chromonas pallida oder Anthophysa. Von Uroglena ist er aber dadurch 
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verschieden, daB die Zellen im Zentrum mit ihren Hinterenden zusam- 
menstoBen, wahrend sie bei Uroglena, wie gesagt, eine Hohlkugel bilden. 
Bei Anthophysa kénnen die Kolonien auch allmahlich aus Kinzelzellen 
aufgebaut werden; gewohnlich aber teilen sie sich als Ganzes durch Kin- 
schniirung, was durch die Gabelung der braunen , Stiele‘‘ besonders sinn- 
fallig wird. Derartiges habe ich bei der neuen Art nie gesehen. Die 
Kolonien sind immer 
kugelformig oder, bei un- 
fertigem oder  unvoll- 
kommenem Aufbau, un- 
regelmaBig, jedoch nicht 
langlich oder eingeschnurt. 
Die Hiillgallerte ist sehr 
waBrig. Tusche dringt 
zwischen die Zellen ein. 
Die Zellen sind spindelig 
oder birnférmig, an dem 
Zentrum zugekehrten Hin- 
terende ausgezogen, vorn 
rundlich, sehr weich und 
veranderlich (Abb. 2). 
KORSCHIKOFF beob- 
achtete im hinteren Ende 
der Zellen von S. pallida 
groBe  fliissigkeitserfillte 
Raume, die er fiir Chry- 
sose (Leukosin)-Ballen 
hielt. Das schien mir 


zweifelhaft. Bei der neuen 
Abb. 2. Synochromonas korschikoffii. 1 ganze Kolonie. GeiBeln Art sind sie das sicher 
nicht eingezeichnet, Chromatophoren nur in einigen Zellen. 


1000; 2 a aus Erdefaulkultur mit wenig Faulmaterial, nicht. Ks findet sich ge- 
b,c, d ahnlich, aber mit mehr Faulmaterial. 1500 x ; 3 lockere * ° . 
Kolonie aus 4 Wochen alter Kultur. 600 ; 4 Zellen einer wohnlich bore groBer, AS 


unter dem Deckglas zerfallenden phototrophen Kultur in der Tropfen, manchmal 
Nihrsalzlésung mit Erdabkochung, B, und B,,. (ohne or- d b 1—2 klei 
ganisches Substrat). Chromatophoren stark gefarbt, griinlich aneven. Pane elnere, 


braun. Augenfleck unsichtbar. 2000x; 4 a, b Zellen aus von waBrigem, nicht wie 
Faulkultur im Dunkeln. Chromatophoren klein und blab, ‘ F 
Stigma deutlich. 2000 x bei Chrysose stark licht- 
brechendem Aussehen. In 
ihnen sieht man gewohnlich viele glinzende, tanzende oder zusammen- 
geballte Kérnchen. Diese Tropfen erinnern mehr an die bei Polyto- 
mella (PRINGSHEIM 1937a, 1955c) bei Degeneration auftretenden 
Vacuolen als an Chrysose-Ballen oder Nahrungsvacuolen, die KoRscHtI- 
KOFF auch erwahnt. Gegen die Deutung als Chrysose spricht bei 


S. pallida auch die Gestalt der angeblichen ,,Leukosinmassen“. Sie sollen 
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nach Korscurkorr am Hinterende spitz ausgezogen sein, was bei dem 
dickfliissigen Chrysose-Sirup nicht vorkommt. 

Die Untersuchung der Chromatophoren, so wichtig sie ist, trug wenig 
zur Klarung des Verhaltnisses der beiden Synochromonas-Arten bei. Fir 
S. pallida beschreibt sie KorscurkorF als langlich, in der Mitte ver- 
schmalert und sehr blaB. In seinen Zeichnungen sind sie ziemlich groB 
und meist etwas gedreht dargestellt. Die mittlere Einzichung kann eine 
Folge der Torsion der bandférmigen Gebilde gewesen sein. 

KorscurkoFrr konnte nur den bei der Auffindung seines Materiales 
vorhandenen Zustand der Chromatophoren feststellen. Von den Ochro- 
monas-Arten, her ist aber schon bekannt, daB dieser Zustand bei derarti- 
gen Organismen von Ernahrung und Beleuchtung abhangt. Bei meinem 
Stamm kénnen die Chromatophoren etwa so aussehen, wie sie KorscHI- 
KOFF abgebildet hat; aber ihre Ausbildung wechselt. Sie konnen viel kleiner 
sein und als blaB gelbliche Scheibchen auf verschiedener Hohe inner- 
halb der Zellen liegen oder sogar, bei Kultur im Dunkeln, unauffindbar 
werden. Andererseits konnen die Chromatophoren, wenn der Organismus 
mehr auf Photosynthese angewiesen ist, so groB und so schén goldbraun 
werden, wie nur bei irgend einer Chrysophycee. Sie sind dann langlich, 
fast bandférmig und etwas gedreht, ahnlich wie KoRSCHIKOFF sie ge- 
zeichnet hat, aber im VerhAltnis zur Zelle gréBer. Der Artname ,, pallida‘ 
wiirde fiir meinen Organismus in diesem Zustand nicht passen. 

Eine so groBe Variationsbreite besitzt nicht einmal Ochromonas danica 
und noch weniger Ochromonas malhamensis. Die anfaingliche Vermutung, 
Synochromonas korschikoffii sei biologisch gewissermaBen eine kolonie- 
bildende Ochromonas malhamensis, hat sich nicht bestatigt. Kher kénnte 
das fiir S. pallida gelten, die auch durch die animalische Ernaéhrung mit 
ihr tibereinstimmt; aber ohne Kulturversuche 1i8t sich das nicht sicher- 
stellen. 

KorscutkorF sah in einigen Zellen der Kolonie von S. pallida Augen- 
flecke, doch offenbar nicht in allen. Ich konnte bei meiner Form keine 
ungleiche Verteilung der Augenflecke feststellen; da aber bei Unter- 
suchung mit Immersion eine Stérung durch Deckglasdruck nicht ver- 
mieden werden konnte, kann ich nichts sicheres dariiber aussagen, ob 
etwa ein Pol durch gréBere Augenflecke gekennzeichnet ist. Bei schwacher 
VergréBerung und offenem Tropfen hatte ich den Eindruck, dab die Kolo- 
nien sich nach allen Seiten drehen kénnen, ohne daB ein bestimmter Pol 
vorangeht. 

Wie ohne Polaritat die leicht beobachtbare phototaktische Schwimm- 
bewegung zustande kommen kann, ist allerdings schwer zu sagen. Die 
Augenflecke sind bei blassen Kolonien von S. korschikoffii, besonders auch 
bei solchen, die im Dunkeln gezogen worden sind, sehr deutlich. Sie 
sitzen in der fiir Chrysophyceen tiblichen Weise an dem vordersten, der 
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GeiBelbasis benachbarten Ende der Chromatophoren. An stark pigmen- 
tierten Chromatophoren waren sie auffallenderweise nicht immer zu 
finden, was kaum der durch die dunklere Farbe erschwerten Beobachtung 
zugeschrieben werden kann. Wenn die Phototaxis, und somit das Stigma, 
der Photosynthese zu Gute kommen soll, so wiirde man eher erwarten, 
daB dieses umgekehrt bei vorherrschend oder: vollkommen heterotropher 
Ernahrung zuriickgebildet wiirde. 

Wenn die Chromatophoren klein sind und nur einen geringen Teil des 
Zellvolumens einnehmen, so sieht man deutlich, da deren zwei vorhanden 
sind, von denen einer als ein rundliches Scheibchen vom GeiBelpol ent- 
fernt liegt, wahrend der andere eine abweichende Gestalt aufweist 
(Abb:2, Fig.5). Er ist spitz dreieckig, mit der schmalen Basis nach dem 
GeiBelpol gerichtet und tragt dort den querlanglichen roten Fleck, wah- 
rend das spitze Ende nach riickwarts gekehrt ist. Das entspricht auffallend 
der Zeichnung, die HoLLaNDE (1942, 8S. 232, Fig. XLVII) fiir die Leuko- 
plasten von Anthophysa vegetans wiedergibt, bei welcher ich aber, auch 
mit den besten Hilfsmitteln, nie dergleichen finden konnte. 

Cysten habe ich, im Gegensatz zu S. pallida, bei meiner Form nicht 
gesehen. 

Uber die Vermehrungsweise seiner Synochromonas pallida gibt Kor- 
SCHIKOFF nichts an. Bei S. korschikoffii findet nach Ubertragungen alter 
Kugelkolonien in neue Nahrlésung ein Zerfall in einzelne Zellen statt, 
aus denen sich durch Zellteilung allmahlich neue Kolonien entwickeln. 
Das wiederholt sich periodisch, solange die Vermehrung anhalt (vgl. 
S. 344). Dies scheint die einzige Vermehrungsweise der Art zu sein. 

In alten, dicht besiedelten Kulturen wurden lockere Kolonien beobach- 
tet, deren Aufbau an den bei Uroglena erinnerte, indem die Zellen den 
inneren Raum freilieBen (Abb. 2, Fig. 3). Allerdings konnten Verbindungs- 
strange nicht gesehen und auch nicht durch Farbung oder Tusche sicht- 
bar gemacht werden. Die verbindende Gallerte war verschleimt und hielt 
die Zellen kaum mehr zusammen. Was sonst durch den Druck des Deck- 
glases geschieht, das Ausschliipfen der Einzelzellen, einer nach der ande- 
ren, spielte sich nun im Hangetropfen ohne Druck ab, und die losgelésten 
Einzelzellen erfiillten die Kulturfliissigkeit. Aus solchen Zellen werden 
unter geeigneten Umstiinden durch rege Teilung wieder Kugelkolonien. 
Man findet dann erst zwei-, dann mehrzellige kleine, lebhaft rotierende 
junge Kolonien. 

In dem lockeren Alterszustand erinnern die Kolonien von S. korschi- 
koffii an die von Synuropsis danubiensis (SCHILLER 1929; HuBER-PEsTa- 
Lozzi 1941, S. 190, Abb. 255, neben S. 187). Bei dieser findet aber auch 
Teilung der Kolonien statt, ahnlich wie bei Synwra und bei Anthophysa. 

JANE (1940) beschrieb eine weitere Art von Synochromonas, die er 
S. elaeochrus nennt und die im Wasser gefunden wurde, das vom Vieh 
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verunreinigt war. Die Unterschiede gegen S. pallida sind deutlich. Wenn 
auch die Zellgestalt und die GréBe der Chromatophoren nach meiner 
Erfahrung nicht viel bedeuten, so bleiben doch genug Verschiedenheiten, 
um eine neue Art zu kennzeichnen, nimlich das Fehlen der Gallerte, der 
geringere Langenunterschied der GeiBeln und der Besitz zweier statt 
einer pulsierenden Vacuole. Bei meiner Art habe ich keine pulsierenden 
Vacuolen gesehen. Mit 8. korschikoffit hat Janus Art manche Ahnlich- 
keit. Ihr fehlt auch die animalische Ernahrung und meist das Stigma ; 
dagegen teilten sich die Kolonien. Janz hat auch eine der 8S. pallida 
ahnlichere Art gesehen, bei der das Langenverhaltnis der GeiBeln inter- 
mediar war. 

Die Janesche Arbeit war KorscurkorrF nicht bekannt, als er (1942) eine 
weitere Art, S. gracilis, beschrieb. Diese nahert sich Uroglena dadurch, 
daB die Zellen im Zentrum durch dichotome Gallertfaden verbunden sind, 
wie auch durch das Fehlen zootropher Ernahrung. Die Zellen sind aber 
nach der Koloniemitte hin lang ausgezogen, so daB die Gallertstiele kurz 
sind. Von S. pallida ist also S. gracilis durch die langen Zellen ver- 
schieden, sowie durch die gréBeren Kolonien, von S. elaeochrus durch die 
dickere Gallerthiille und die Augenflecke; dagegen sind bei beiden die 
Zellen lang ausgezogen. ; 

SchlieBlich hat SxKusa (1956, 8.285, Taf. XLIX, Fig. 5—8) eine 
Synochromonas perlata beschrieben, die ,,die Merkmale der Gattungen 
Uroglena, Synochromonas und Synuropsis in sich vereinigt‘‘. Der Autor 
erwahnt von den iibrigen Arten von Synochromonas nur S. pallida. Bei 
S. perlata sind in der Mitte Gallertstiele vorhanden wie bei S. gracilis. 
Die Kolonien teilen sich als Ganzes. Die GeiBellangen verhalten sich wie 
bei S. elaeochrus, dagegen sind Stigmata vorhanden. Uber die Ernahrung 
wird nichts ausgesagt. 

Es gibt also eine ganze Anzahl von Arten, die deutlich von einander 
verschieden, aber schwer bestimmten Gattungen zuzuteilen sind. 
BourRreE ty (1954, 8. 147ff.) zieht die ihm bekannten Arten von Syno- 
chromonas zu Syncrypia und behalt daneben nur Uroglena als Gattung 
bei. Weitere Untersuchungen sind notig. 

Die Fahigkeit zu animalischer Ernéhrung wird von keinem der 
Autoren zur Kennzeichnung der Gattung herangezogen, wohl aber 
die Ausbildung der Gallerte. Diese beiden Merkmale sollten eigentlich 
in einer Bezichung zueinander stehen. Wenn die ganze Kolonie in 
einer dicken Gallerthille steckt, wie kénnen dann Nahrungsteilchen 
zu den Zellen gelangen? Und doch soll das bei 8S. pallida der Fall 
sein? Die Gallerte mu wohl iiberaus locker sein. Uber die Osmo- 
trophie konnten die Autoren ohne Kulturversuche nichts aussagen, 
wenn auch die mehrfach betonte Blasse der Chromatophoren gegen 
Photoautotrophie spricht. 
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C. Kultur und Ernahrung 

Am 22. 11.1957 wurde versucht, den auffallenden Organismus in 
Kultur zu nehmen. Die sich ununterbrochen rotierend fortbewegenden 
Kolonien wurden mit einer Capillarpipette mehrmals durch sterile Nahr- 
lésung iibertragen und je drei davon in Erde-Wasser-Réhrchen mit und 
ohne Zusatz von Faulstoffen geimpft (vgl. PRINGSHEIM 1946, S. 13; 
1954b, 8. 12). 

Nach 5 Tagen wurden die ersten schwimmenden Kolonien beobachtet, 
und zwar in einem Réhrchen mit einem Graupenkorn und Lehm und 
Wasser dariiber (Gr M), das bei schwachem Licht gehalten worden war. 
Die Kolonien waren am Grunde der Flissigkeit vor dunklem Hintergrund 
mit der Lupe als weiBe, bewegliche Punkte gut zu erkennen. Die Kolonien 
schienen mir kleiner als die urspriinglichen. Auch in einem Rohrchen mit 
NH,MgPO, unter Gartenerde traten ein paar Kolonien auf, die sich aber 
nur schwach vermehrten. Dagegen wurde in Kulturen mit einem halben 
Erbsenkeimblatt unter grobem Sand spater tippige Entwicklung erzielt, 
die besser war als in allen anderen biphasischen Kulturen. 

Von den ersten GrM-Kulturen wurden 1 und 10 Kolonien in gleiche 
Rohrchen iibertragen und gekihltem Glihbirnenlicht (,,Kiinstliche 
Sonne‘) ausgesetzt. Das Ergebnis war lehrreich. Nach 3 und 4 Tagen 
keine Kolonien; nach 5 Tagen, da wo 10 geimpft worden waren, eine 
kleine Menge, nach 7 Tagen viele, wahrend die mit nur einer Kolonie 
beschickte Kultur ganz wenige Kugeln aufwies. Am nachsten Tage aber 
war in beiden Rohrchen eine groBe Menge zu sehen. 

Die Kolonien wurden in ihrem Schwimmverhalten, aufBer durch 
Phototaxis und durch Warmestrémung in der Kulturfliissigkeit, durch 
unbekannte Krafte beeinflu8t. Meist bildeten sie Schwarme auf der vom 
Licht abgekehrten Seite in mittlerer Hohe des Kulturréhrchens. 6 Tage 
spiter, also 2 Wochen nach Beginn, waren beide Kulturen sehr zurtick- 
gegangen. Eine Weiterimpfung war aber auch nach noch langerer Zeit 
moglich. 

Wurden Kulturen in GrM oder Erbsen-Sand ins Dunkle gestellt, so 
war der Verlauf zunachst derselbe. Es trat ebenso schnelle und gute Ver- 
mehrung ein; aber schon nach 8 Tagen war nichts mehr zu sehen. Die 
Dunkelversuche beweisen die Befahigung zur Heterotrophie. Die gute 
Vermehrung, aber kurze Lebensdauer bei AusschluB des Lichtes und die 
Lebensverlingerung durch Beleuchtung erinnern an Erfahrungen mit 
Ochromonas malhamensis (PRINGSHEIM 1952). Auch hier wird man den 
giinstigen HinfluB des Lichtes der Photosynthese zuschreiben, die aber, 
wie sich zeigte, allein fiir die Versorgung mit organischen Stoffen nicht 
ausreicht. Deshalb ist die Vermehrung in Nahrsalzl6sungen der verschie- 
densten Zusammensetzung sehr schwach, und mit Erdabkochung nur 
wenig besser. In nicht bakterienfreien Kulturen dieser Art kann aber 
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Synochromonas am Licht monatelang lebens- und bewegungsfahig 
bleiben, wahrend im Dunkeln keine Vermehrung eintritt. 


Der Umstand, daB es selbst in den besten Kulturen 5—6 Tage dauert, 
bis die ersten Kolonien mit der Lupe zu erkennen sind, wird verstandlich, 
wenn man das Mikroskop zu Hilfe nimmt. Mit schwacher VergréBerung 
kann man in schraég gehaltenen Rohrchen schon nach 2—3 Tagen beweg- 
liche Haufchen von wenigen Zellen erkennen. 


Mit Hilfe der Erbsen-Sand-Réhrchen war die Weiterziichtung des aus 
einer Kolonie hervorgegangenen Materiales nicht schwer. Aus einer 
Kolonie erwuchs in 4 Tagen eine schéne Kultur, die sich langer hielt als 
in GrM. Nach 4 Wochen war sie iiberaus iippig und sah auch sauberer 
aus, weil keine stérenden Erd- und Tonteilchen vorhanden und kein 
FeS-Belag zu befiirchten war, die in Erde-Faulkulturen unangenehm 
werden kénnen. 

Schwieriger als die Fortztichtung der bakterienhaltigen Kultur war 
die Erzielung der bakterienfreien Reinkultur von Synochromonas korschi- 
koffii. Die Bakterien konnten nicht immer gleich durch Waschen entfernt 
werden, was bei der GréBe der Kolonien und ihrer lockeren und schlei- 
migen Beschaffenheit begreiflich ist. Auch starben die Reinkulturen 
manchmal plotzlich ab. Gliicklicherweise halt sich der Organismus in 
Faulkulturen sehr lange, wenn er vor Erwarmung und starker Beleuch- 
tung geschiitzt wird. Aus solchen wurde er, im Laufe der Untersuchungen 
dreimal, wieder gereinigt. 

Unter dem Mikroskop sieht man zuweilen Gruppen von Bakterien zwischen den 
Zellen der Kolonien. Sie sind aber kein uniiberwindliches Hindernis fiir die Rein- 
zuchtung. Bisher ist uns kein Flagellat begegnet, sei er ein- oder vielzellig, der sich 
nicht durch Waschen von Bakterien befreien lieBe. Mehr als 5 Waschungen in 
1—2 cm® steriler Fliissigkeit durchzufiihren, ist niemals nétig; dagegen hat es sich 
bewahrt, bei schwierigeren Objekten zwischen die einzelnen Waschungen Pausen 
von einigen Minuten einzuschalten. 

Die Befreiung von Bakterien gewahrleistet noch keine Reinkultur, die 
erst durch Auffindung geeigneter Vermehrungsbedingungen erzielbar 
wird. In der Erwartung, daB Synochromonas wie andere Ochromonada- 
ceen durch Zucker gefordert werden diirfte (PRInGsHEIM 1952, 1955b), 
wurde zunichst eine Losung gewahlt, die Glucose, Difco-Trypton und 
Hefeextrakt enthielt. Sie muBte ziemlich verdtinnt angewandt werden, 
z.B. so, daB das fertige Medium 0,04°/, Glucose, 0,02°/, Trypton und 
0,02°/, Hefeextrakt enthielt. Die Reaktion war, der des Standorts- 
wassers entsprechend, schwach sauer. Ein Zusatz von Erdabkochung 
erwies sich als forderlich. 

Wenn die Bakterien nicht vollig entfernt sind, kann sich Synochromonas 
zwar vermehren, geht aber zugrunde, sobald eine Bakterientribung 
auftritt. 
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Ein Zusatz von Leberextrakt, der schon bei Ochromonas malhamensis 
(PRinGsHEM 1952) sich als sehr giinstig herausgestellt hatte und den 
Weg fiir die Auffindung der Unentbehrlichkeit von Vitamin B,,. gewiesen 
hatte, wirkte ebenso bei Synochromonas. Er wurde iiberflissig, als die 
reinen Vitamine geboten wurden. 

Unsere Ernahrungsversuche lassen die folgenden Schliisse zu: 

Zucker ist notig. Glucose kann durch Saccharose, aber nicht durch 
Acetat ersetzt werden. Ohne Zucker findet im Dunkeln gar keine, am 
Licht unter Umstianden eine schwache Vermehrung statt. Die giinstigste 
Konzentration fiir Glucose liegt zwischen 0,02 und 0,1/o. 

Die Vitamine B, (Aneurin) und B,, (Cobalamin) sind unentbehrlich. 
Ob sie durch die Komponenten von B, oder durch vom Cyanocobalamin 
abweichende Verbindungen ersetzt werden kénnen, ist noch nicht unter- 
sucht worden. Eine schwache Vermehrung kann mit Hilfe der Vitamine 
in einer mit Erdabkochung versetzten mineralischen Nahrlésung mit 
Ammonitrat als N- Quelle und Spurenelementen erzielt werden, die ohne 
die Vitamine ausbleibt. 

Eine dauernde Weiterziichtung gelang nur in Gegenwart von Erd- 
abkochung. Diese konnte bei Reinkulturen weder durch Caseinhydro- 
lysat oder einzelne Aminosauren, noch durch weitere Vitamine, wie 
Panthotensaure, Biotin, Ascorbinsaiure, Riboflavin, Nicotinamid ersetzt 
werden. Auch Fleischextrakt, Hefeautolysat und Hefeabkochung konn- 
ten Erdabkochung nicht ersetzen. 

Wie in Faulkultur, so kann sich Synochromonas auch in Reinkultur ohne 
Photosynthese stark vermehren. Sie waichst im Dunkeln fast so gut wie 
im Licht, halt sich aber nicht solange, immerhin langer als bei zu starker 
Beleuchtung. 

Der Organismus vermehrt sich noch bei 5—6° C ganz gut, wenn auch 
langsamer als bei einer um 10° hdheren Temperatur. Am nattirlichen 
Standort muB das tiefe Temperaturminimum im Wettbewerb mit anderen 
Lebewesen, besonders Bakterien, vorteilhaft sein. Das Temperatur- 
optimum liegt unter 20°C; bei 22° C geht Synochromonas nach schneller 
Vermehrung bald zugrunde, wodurch der erste Stamm im Sommer 1958 
verlorengegangen ist, nachdem er 3/, Jahre in Kultur gehalten worden 
war. Im darauffolgenden Herbst konnte er wiedergefunden und die 
Untersuchung somit fortgefithrt werden. 

Eine andere Eigenschaft, die fiir das Gedeihen und die Behauptung in 
der Natur wichtig sein diirfte, ist der py-Bereich fir die Vermehrung. 
Er ist eng. Die untere Grenze liegt bei py 5, bei px 6 sind die Kulturen 
noch recht kiimmerlich. Das Optimum ist ungefahr bei py 6,5. Bei px 7 
ist Synochromonas noch eben zur Vermehrung im Stande. Diesen Befunden 


an Reinkulturen entsprechen die Messungen an Standortsmaterial und an 
Erde-Faulkulturen. 
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Nachdem die Reinkultur erzielt war, hatte sich das Interesse der Frage 
zugewendet, welche Nahrstoffe fiir das Wachstum von Synochromonas 
unentbehrlich sind und unter welchen Bedingungen die Vermehrung 
und die Haltbarkeit der Organismen sich am gunstigsten gestalten. Wie 
aus dem Obigen hervorgeht, wurde auf diesem Wege kein ganz befriedi- 
gendes Ergebnis erzielt. In der Erdabkochung ist eine Substanz, fiir die 
kein Ersatz gefunden wurde, weder in verschiedenen Vitaminen, noch in 
Caseinhydrolysat. Aber selbst mit Erdabkochung, Glucose und B, und 
By blieb die Vermehrung hinter der in Erde-Faulréhrchen zuriick. Der 
Stoff aus der Erde muB8 aber auch in Erbsen vorhanden sein oder sich bei 
ihrer Zersetzung bilden, da in Faulkulturen, in denen Erbsenstiickchen 
mit Sand tiberdeckt waren, sehr gute Vermehrung eintrat. 


IIL. Monas 


Es ist nicht schwer, sich Material von Monas zu beschaffen. Pflanzen- 
reste in Wasser, wenn nicht zu reich an Nahrstoffen, zeigen haufig nach 
einigen Tagen viele herumschwimmende oder sich nicht vom Ort be- 
wegende Monas-Zellen in der Oberflachenhaut, aber auch darunter. Diese 
konnen meist durch einfaches Ubertragen mit der Ose, ohne Reinigung, 
in Wasser mit wenig Heu oder in Erde-Wasser-Rohrchen mit einem 
Getreidekorn am Grunde weitergeziichtet werden. Auch Klonkulturen 
gelingen bei den meisten Stémmen; andere vermehren sich unter solchen 
Bedingungen nur schwach und sind schwer zu halten. 

Zellen aus guten Kulturen wurden durch 4—5maliges Waschen mit 
Hilfe der Capillarpipette von Bakterien befreit und in verschiedene 
Nahrlésungen geimpft. Einige wurden auf diese Weise in Reinkultur iso- 
liert; bei anderen gelang das, auch bei wiederholten Versuchen und 
Abwandlungen der Ernahrungsbedingungen nicht. Die Stamme, die 
erfolgreich kultiviert wurden, sind folgende: 

Stamm 7 trat 1956 als Verunreinigung in einer Polytoma-Kultur in 
Starke-Erde-Rohrchen auf. Er ist herz- bis spindelformig mit einem 
winkeligen Einschnitt vorn, von dem eine Falte nach hinten lauft, einer 
SchwimmgeiBel, die kaum die Korperlange erreicht, und einem winzigen, 
leicht zu tbersehenden Augenfleck. Lange um 8 uw herum. Diese Art ver- 
mehrt sich gut in Kultur und ist ein dankbares Versuchsobjekt. 

Stamm 10 wurde im Juni 1956 in einer Sphagnum-Torf-Probe von 
Bad Sachsa im Harz gefunden. Die Art ist sehr verdnderlich in der 
Gestalt, kugel- bis spindelformig, gewohnlich mit dem iiblichen vorderen 
Kinschnitt. Das Stigma ist nicht in allen Zellen zu finden. Lange 6—10 p. 

Stamm 11 stammt vom Solling, einem der Weserwalder, und zwar 
wurde es im Juni 1956 von totem Sphagnum aus einem Moorgraben ent- 
nommen. Es ist meist kugelig mit vorderer Vertiefung und einem gut 
erkennbaren Augenfleck. Lange 8—10 yw. 

24* 
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Stamm 12 hat die gleiche Herkunft, ist aber langlich, oft riibenformig 
mit deutlichem Stigma. Linge 12—16 wu. 

Stamm 13 wurde im November 1957 in einer Wegpfitze mit Herbst- 
plittern am Klausberg bei Géttingen gefunden. Er wuchs niemals reich- 
lich und konnte nicht rein geziichtet werden. 

Stamm 14 stammt ebenfalls aus einer Pfiitze mit Blattern an der 
Autobahn zwischen Géttingen und Kassel vom November 1957. Dieser 
Stamm zeichnet sich dadurch aus, daB die Zellen dazu neigen, sich in 
Gruppen zusammen zu halten, ohne da8 durch Farbung oder mit 
Tusche ein verbindender Schleim nachzuweisen ware. Er muB aber 
wohl vorhanden sein. Die Zellen machten den Eindruck, als wenn die 
Hinterenden irgendwie festgehalten wirden, wahrend sie vorn frei waren. 

Ahnliche Stamme habe ich oft beobachtet, weiB aber nicht, ob sie zu 
derselben Art gehorten. 

Im ganzen ist die Ahnlichkeit der Monas-Stamme mit solchen von 
Ochromonas groB: dasselbe Spiel der GeiBeln, dieselbe Art, Carminteil- 
chen, Bakterien usw. einzufangen, dieselben Chrysoseballen und Teilungs- 
vorgange. 

Diese Ubereinstimmung zeigte sich auch in der Ernahrung. Ohne 
Zucker war in keinem Fall Vermehrung zu erzielen. Giinstig waren 
Mischungen von Glucose, Pepton und Hefeextrakt. Eine Analyse der 
Mindesterfordernisse und des Vitaminbedarfs wurde nicht vorgenommen. 
Es handelte sich zunachst nur um einen ersten VorstoB, da Monas 
bisher nicht in Reinkultur gezogen worden ist’. 

In klaren Lésungen sind die Zellen vorwiegend dicht unter der Ober- 
fliche zu finden und kénnen monatelang in Bewegung bleiben, obgleich 
viele unter ihnen die GeiBelbewegung periodisch einstellen. Die in Rein- 
kultur gezogenen Arten breiten sich auch ein wenig auf Agar aus, ver- 
mehren sich aber nicht iippig. Cysten werden vielfach gebildet. 


Diskussion 

Die bisher auf ihre Ernahrung hin untersuchten Chrysophyceen 
Ochromonas malhamensis, O. danica, O. minuta, Synochromonas korschi- 
koffii und einige Monas-Stiimme stellen nur einen kleinen Ausschnitt 
aus der okologischen und morphologischen Mannigfaltigkeit innerhalb 
der Klasse dar. Weitere Falle wiirden natiirlich noch andere Ernahrungs- 
typen aufdecken. 

Gemeinsam scheint die Verwertung von Zucker zu sein, im Gegensatz 
zu den Eugleninen und Volvocalen, welche, mit einigen Ausnahmen, wie 
Euglena gracilis var. sacchararophila, Polytoma mirum u. a., Goniwm 
sacculiferum, vorwiegend Acetat-Organismen sind. 

1 Die Arbeit von Imat u. Haranaxa, die Hutner et al. (1953) im Literaturver- 


zeichnis aufzaihlen, ist mir nicht bekannt. Reinkulturen von Monas scheinen nicht 
hergestellt worden zu sein. 
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Bei Ernahrung mit Zucker ist meist auch Vermehrung im’ Dunkeln zu 
erzielen. Die Photosynthese spielt vielfach keine so iiberragende Rolle wie 
bei vielen anderen Algen und Flagellaten, ganz gleich, ob animalische 
Nahrungsaufnahme stattfindet oder nicht. Das sind Schliisse, die nur mit 
Vorsicht gezogen und nicht verallgemeinert werden sollen. 

Der Umstand, da Synochromonas ohne Zootrophie sich ganz ahnlich 
verhalt wie Ochromonas, ist insofern lehrreich, als man eine Vorstellung 
davon bekommt, wie so zarte Lebewesen mit unvollkommenen Photo- 
synthese-Einrichtungen doch lebensfahig sein kénnen. Das noch nicht 
ganz befriedigende Ergebnis der Analyse der Ernaéhrungsbediirfnisse von 
Synochromonas ist der Ausdruck einer engen Anpassung in bezug auf 
Art und Konzentration der Nahrstoffe, py-Wert, Vitaminbedarf usw. 

Die iippige Vermehrung und lange Haltbarkeit in Faulkulturen steht 
im Gegensatz zu der nicht so guten Entwicklung und kurzen Lebensdauer 
in Reinkulturen, die, trotz hunderten von Einzelversuchen, nicht iiber- 
wunden werden konnte. Entweder fehlt noch etwas in den synthetischen 
Nahrlosungen oder die Menge irgend einer der chemischen Verbindungen, 
die man, ohne schadliche Konzentrationen zu erreichen, nicht erhéhen 
kann, bedingt den weniger giinstigen Verlauf, verglichen mit Faul- 
kulturen, die die Nahrstoffe standig nachliefern. 

Synochromonas steht gewissermafen in der Mitte zwischen Organismen, 
die bisher nur in Faulkulturen gezogen werden konnten, wie die meisten 
farblosen Eugleninen, und solchen, die in Reinkultur ganz ebensogut 
gedeihen, wie etwa Huglena gracilis und Chlorogonium euchlorum. Viel- 
leicht wird man der Aufdeckung des Geheimnisses der ersteren naher 
kommen, wenn man solche physiologischen Zwischenformen wie Syno- 
chromonas und die auch hierher gehérigen Arten von Euglena, z.B. 
E. deses, L. viridis, H. spirogyra and von Hyalogonium noch eingehender 
ernahrungsphysiologisch untersucht. 

Bei den Ochromonas-Arten ist offenbar Zootrophie, Photosynthese, 
Osmotrophie von verschiedenem Gewicht. Bei Monas spielt die animali- 
sche Ernahrung auch nicht die tiberragende Rolle, wie man nach der Dar- 
stellung in Bichern tiber Protozoen annehmen sollte. Die Stémme, die in 
Faulkultur gut gediehen, lieBen sich zumeist auch in Reinkultur ziehen. 
Andere wuchsen tiberhaupt schlecht; man wei’ noch nicht, warum. Ob 
es Flagellaten gibt, die ,,holozoisch“ leben, d. h. nach dem Wortsinn ganz 
auf die Aufnahme ungeloster Nahrung angewiesen sind, erscheint nach 
diesen Ergebnissen noch zweifelhafter als zuvor. 


Zusammenfassung 
Es wurde versucht, durch Ernahrungsversuche mit Reinkulturen von 
verschiedenen, Chrysophyceen einen besseren Einblick in die Bedtrfnisse 
der Angehorigen dieser Klasse zu erzielen. 
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Zucker hat sich bei den untersuchten Arten iiberall als notwendig fir 
gutes Wachstum erwiesen, bei gefarbten wie bei farblosen Arten. 

Ochromonas minuta n. sp. hat gut gefarbte Chromatophoren und einen 
Augenfleck, ist aber O. malhamensis in ihrer Photosynthese nur wenig 
iiberlegen. Ohne Bakterien und organische Abkochungen wurde Ver- 
mehrung nur erreicht, wenn die Vitamine B, und B,, sowie B, (Pyridoxin) 
zugegeben wurden. 

Synochromonas korschikoffii n.sp. hat Kugelkolonien, deren Bau und 
Vermehrung geschildert wird. AuBer B, und B,, erwies sich auch Erd- 
abkochung als unentbehrlich. 

Mehrere Monas-Stéimme wurden kultiviert, 4 davon in Reinkultur. 
Auch Monas scheint allgemein B, und B,, zu brauchen. Animalische 
Ernahrung ist nicht Bedingung fiir Vermehrung. 

Ochromonas und Monas wachsen auch auf Agar, wenn er feucht genug 
ist. Alle gepriiften Chrysophyceen kénnen sich im Dunkeln vermehren. 
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Aus der Mikrobiologischen Abteilung des Staatsinstituts fiir Allgemeine Botanik 
in Hamburg 


Mikrobiologische Untersuchungen 
tiber den Stickstoffhaushalt der Elbe 


Von 
GERHARD RHEINHEIMER 


Mit 4 Textabbildungen 
(Eingegangen am 25. Juli 1959) 


Fast allen Fliissen der dichtbesiedelten Linder Mitteleuropas werden 
durch hausliche und industrielle Abwasser mehr oder weniger groBe 
Mengen von organischen und anorganischen Stickstoffverbindungen zu- 
gefiihrt. Dadurch kommt es oft zu einer starken Eutrophierung und einer 
entsprechenden Veranderung ihrer Flora und Fauna. Eine der wichtigsten 
Stickstoffquellen unserer Fliisse sind die EiweiBverbindungen, deren 
Mineralisierung vorwiegend durch Bakterien erfolgt. Dieser Vorgang 
kann daher nicht allein durch chemische Untersuchungen des Flu8wassers 
aufgeklart werden. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, 
die Tatigkeit der verschiedenen Bakterien beziehungsweise der physio- 
logischen Gruppen zu erfassen, die Eiwei8 zu Ammoniak abbauen und 
dieses tiber Nitrit zu Nitrat oxydieren. Zu diesem Zweck wurden fir 
einen Zeitraum von 12—18 Monaten an mindestens 6 Punkten der 
Elbe zwischen Schnackenburg und Hamburg monatlich 1—2mal Be- 
stimmungen der beiden Stufen der Nitrifikation und zeitweise auch der 
Ammonifikation durchgefiihrt und auBerdem Beobachtungen tiber die 
Denitrifikation und die Nitratammonifikation angestellt. Die Unter- 
suchungen zeigen, daB der Stickstoffkreislauf im Elbwasser zwar im 
groBen und ganzen mit den bereits gut bekannten Verhaltnissen im 
Erdboden (ENGEL 1932, 1934; Rreprn 1955) iibereinstimmt — im ein- 
zelnen, aber doch einige, in ihrer Auswirkung wichtige Unterschiede auf- 
weist. Diese Ergebnisse wurden noch durch eine Reihe von Versuchen 
bestatigt, bei denen die Mineralisierung von EiweiBbausteinen und 
besonders die Nitrifikation des Elbwassers unter méglichst naturnahen 
Bedingungen ablaufen konnten. 


Das Untersuchungsgebiet 
Die mikrobiologischen Untersuchungen, wurden vor allem auf der FluB- 
strecke zwischen der Zonengrenze oberhalb von Schnackenburg (km 474,5) 
und Hamburg (km 623) ausgefiihrt. Die nachste gréBere Industriestadt 
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oberhalb Hamburgs, deren Abwasser die chemischen und biologischen 
Verhaltnisse des Flusses stark beeinflussen, ist Wittenberge (km 455). 
Von da an (fiir unsere Untersuchungen von km 474,5 an) erfolgte im 
Sommer durch die Selbstreinigung eine nur selten unterbrochene Ver- 
besserung des Giitezustandes der Elbe (Monatsberichte der W.S.D.-Ham- 
burg, RHEINHEIMER 1959). Erst die Abwésser von Hamburg ver- 
ursachen dann wieder eine staérkere Verunreinigung des Stromes. Auf der 
etwa 150 km langen Flufstrecke wurden folgende 6 stiandige Unter- 
suchungspunkte ausgewahlt : km 474,5 Zonengrenze oberhalb Schnacken- 
burg; km 510 Damnatz; km 550 Bleckede; km 580 Tespe; km 610 Bunt- 
haus; km 622,5 Hamburg, Kehrwiederspitze. Die 3 letzten Punkte 
liegen bereits im Tidebereich. Dazu kommen noch weitere 5 Punkte, 
an denen zeitweise Untersuchungen durchgefiihrt wurden (km 492, 530, 
565, 586, 598). 

Im Sommer und Herbst 1958 wurden auch Nitrifikations- und Keim- 
zahlbestimmungen in der Unterelbe ausgefiihrt. Die Probeentnahme 
erfolgte bei ablaufendem Wasser, etwa 2—3 Std nach Hochwasser an 
mehreren Punkten vor allem zwischen Hamburg und Gliickstadt. 


Methodik ; 
Die Probeentnahme. Die Entnahme der Wasserproben erfolgte vom Schiff aus 
in der Strommitte entweder direkt mit sterilen Flaschen oder — bei gréBeren 


Wassermengen (fiir die 101 Versuche) — mit Hilfe eines gut gesduberten Zink- 
eimers, der wiederholt mit FluBwasser ausgespiilt worden war. Die Proben wurden 
sofort kihl gestellt und noch am selben Tage, spatestens etwa 10 Std nach der 
Entnahme, in der Mikrobiologischen Abteilung des Instituts fiir Allg. Botanik 
bearbeitet. 

Das Ansetzen der Proben. Fir die monatlichen Untersuchungen der Nitri- 
fikation, der Denitrifikation und der Ammonifikation wurden jeweils 50 ml Elb- 
wasser in sterilisierten 300ml Erlenmeyerkolben mit 5 ml der entsprechenden 
Nahrlésung versetzt und dann bei 25°C bebriitet. Die Kolben wurden wahrend der 
Versuchsdauer méglichst einmal tiglich heftig geschiittelt. 

Die Ammonifikation. Um ein Ma8 fiir den bakteriellen EiweiBabbau zu 
bekommen, wurde die Ammonifikation von Asparagin ermittelt, das sich fiir diesen 
Zweck besser eignet als Pepton und Fleischextrakt (siehe auch Muysr 1957). 
Es fand nachstehende Nahrlisung’ Verwendung: 22g Asparagin; 5g K,HPO,; 
1000 g Aqua dest. Die photometrische Bestimmung des Ammoniaks erfolete mit 
Hilfe von Nesslers Reagens nach 22stiindiger Bebriitungszeit bei 25°C. 

Ammonifikationsversuche wurden auch mit Hilfe der Warburg-Methode unter 
Verwendung von Differential-Manometern ausgefiihrt. Das Arbeitsgefa8 enthielt 
4 ml Elbwasser und 0,5 ml Nahrlésung, das KompensationsgefaB Wasserdampf. 
Eine halbe Perle NaOH diente der CO,-Absorption. Als Maf fiir die Ammonifikation 
wurde der Sauerstoffverbrauch gemessen. 

Die Nitritation. Fir die Bestimmung der Nitritationspotenz wurde folgende 
Nahrlésung verwendet: 22g (NH,),SO,; 5g K,HPO,; 1000g Aqua dest.; px 8,2 bis 
8,4. Jeder Kolben bekam also 110 mg (NH,).SO,, was bei 55 ml Fliissigkeit 2 g je 
Liter entspricht. Diese Menge reicht aus, um Nztrobacter winogradskyi so stark zu 
hemmen, da wahrend des Versuches keine Oxydation von Nitrit in Nitrat erfolgen 
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kann. Als Puffer erhielten die Kolben je 0,5 g gefalltes CaCO. Nach 14tagiger 
Bebriitung bei 25°C erfolgte dann unter Verwendung von Rieglers Reagens die 
photometrische Bestimmung des gebildeten NaNO,, das als MaB fiir die Starke 
der Nitritation diente. Es wurden stets 5 Parallelen angesetzt, die beiden Extreme 
verworfen und aus den drei iibrigen der Mittelwert errechnet. 


Die Nitratation. Zur Ermittlung der Nitratation wurde den Proben folgende 
Nahrlésung zugegeben: 11 g NaNO,; 5g K,HPO,; 1000 g Aqua dest.; px 7,8. Die 
einzelnen Kolben enthielten 1g NaNO, je Liter. Nach 19tagiger Bebriitung bei 
25°C! wurde dann die Abnahme des NaNO, gemessen und jeweils der Mittelwert 
von 3 Parallelen bestimmt. 

Die Denitrifikation. Die Bestimmung der Denitrifikation erfolgte unter Ver- 
wendung von folgender Nahrlosung: 22 g NaNO; 5,5g¢ K,HPO,; 55 g Glucose; 
1000 g Aqua dest. Die Proben bekamen also 2 g/l NaNO,. Nach 2tagiger Bebrittung 
bei 25°C wurde das gebildete Nitrit bestimmt. Durch die Bestimmung des gebildeten 
Ammoniaks (photometrisch mit Nesslers Reagens) konnte gleichzeitig die Nitrat- 
ammonifikation ermittelt werden. Die angegebenen Zahlen sind Mittelwerte von 
jeweils 3 Parallelen. 

Untersuchungen tiber die bakterielle Mineralisierung von Eiweip- 
verbindungen. Die Versuche wurden in 101 Glasflaschen vorgenommen, deren 
Beliiftung mit einer Aquariumpumpe erfolgte. Die GefaBe sind jeweils mit verdiinn- 
ter Salzsaure gereinigt und mit sterilisiertem Wasser nachgespiilt worden. Die Luft- 
zuleitung besorgten Polyvinylchlorid-Schlauche und -Réhren, denen ein Wattefilter 
vorgelegt war. Jede Flasche erhielt 101 Elbwasser von km 585 (Geesthacht), dem 
dann kleine Mengen 0,5—2,5 g Fleischextrakt, Asparagin, Harnstoff oder Ammon- 
sulfat und gelegentlich auBerdem 0,5—1 g Glucose und 0,25—0,5 g KH,PO, zu- 
gesetzt wurden. Die laufenden Bestimmungen von NH,*, NO,- und NO,- erfolgten 
mit dem Photometer Eppendorf mit Hilfe der folgenden Filter und Reagentien: 


Ne 
ES Menge 
Schicht- 
Reagentien ee Filter unters. 
Lésung 
em ml 
2 ml | 2 ml | 
NH,+t | Seignette- Nesslers Reag. 2 436 100 
salzlosung 10 min 
NO: 2 ml 0,5 ml 1 ml 
2 Rieglers Reag. | 10°/,ige HCl 25°/,iges NH, 2 546 } 100 
2 min 5 min | 
NO. 1 ml 20 ml 
3 Brucin-Lésg. conc. H,SO, | 1 436 10 
15 min 


Bei der Nitratbestimmung wurde das gefundene Nitrit in Abzug gebracht. Die 
Aciditatsmessungen erfolgten mit einer Glaselektrode (pa-Meter 29 der Firma Knick, 
Berlin-Zehlendorf). Die Versuche wurden bei einer Durchschnittstemperatur von 
20°C ausgefiihrt, die in der kiihleren Jahreszeit durch einen mit einem Thermostaten 
gekoppelten Heizltifter aufrechterhalten wurde. Die Dauer der Versuche lag zwischen 
12 und 25 Tagen. 


Keimzahlbestimmung. Von jeder Wasserprobe wurde eine Keimzahlbestim- 
mung nach der Kochschen Plattenmethode auf Pepton-Fleischextraktagar aus- 
gefiihrt. Die Auszihlung der Kolonien erfolgte nach 2tagiger Bebriitung bei 25°C. 
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Fiir die Auswertung unserer Versuche wurden soweit moglich die chemischen 
Daten aus den Monatsberichten der W.S.D-Hamburg herangezogen. Bei Proben, 
deren Entnahme nicht bei den monatlichen Profilfahrten der W.S.D-Hamburg 
erfolgte, wurden nach der gleichen Methode (mit Hellige-Komparator) unmittelbar 
nach der Probeentnahme Bestimmungen von NH,* und NO,~ ausgefiihrt. Von 
September 1957 bis Dezember 1958 erfolgte auBerdem bei fast allen Proben die 
Bestimmung des Kaliumpermanganat-Verbrauches. 


Ergebnisse 
Die Ammonifikation 


Das Elbwasser enthalt fast stets mehr oder weniger groBe Mengen von 
NH,* (Monatsberichte der W.S. D.-Hamburg). Dieses diirfte zum weitaus 
groBten Teil aus EiweiBverbindungen stammen, die mit hauslichen und 
industriellen Abwassern in den FluB gelangen. An der EiweiBfaulnis, die 
schlieBlich bis zu Kohlensaéure, Wasser und Ammoniak fiihrt, sind zahl- 
reiche verschiedene Mikroorganismen beteiligt. Die sogenannte Ammoni- 
fikation, d.h. das Freiwerden von NH, aus Eiwei8kérpern oder EiweiB- 
bausteinen, ist ein MaB fiir die Aktivitaét dieser Mikroorganismengruppe. 

Die Ammonifikationspotenz wurde an 5 Punkten oberhalb von Ham- 
burg bestimmt. Sie war im allgemeinen bei Schnackenburg am groBten 
und ging dann bis Bleckede zuriick, bei Tespe zeigte sich meist ein Wieder- 
anstieg und bei Bunthaus ein erneuter Riickgang. Im Winter lagen die 
ermittelten Werte wesentlich hoher als in den Sommermonaten. Aber die 
Abnahme auf der Strecke von Schnackenburg bis Bunthaus war in der 
kalten Jahreszeit viel geringer. 


km | 474,5 | 510 550 | 580 | 610 
13. 8. 1958 16,0 ] 134 | 9,5 13,6 | 7,2 | mg/l NH, 
14. 1. 1959 81. 73,0 | 69,0 71,0 | 65,0 mg/l NH, 


Die Zahl der Hiweifzersetzer ist also bei niedrigen Wassertempera- 
turen wesentlich groBer als bei hohen. Ganz entsprechend verhalt sich 
auch die Keimzahl. Diese Erscheinung dirfte auf die fehlende Nahrungs- 
konkurrenz und den starken Riickgang der bakterienfressenden Protozoen 
zuruckzufihren sein. 

Versuche bei verschiedenen Temperaturen zeigten, dai die Ammoni- 
fikation bei4 °C nur etwa 4/; von derjenigen bei 25°C betrug. Die Aktivitat 
der EiweiBzersetzer geht somit im Winter stark zurtick — ein Aus- 
gleich erfolgt aber durch die wesentlich héhere Zahl. Es findet also wah- 
rend des ganzen Jahres eine mehr oder weniger starke mikrobielle Kiweib- 
zersetzung im FluBwasser statt, und es kommt dementsprechend sowohl 
in der warmen als auch in der kalten Jahreszeit zur Bildung von Ammo- 
niak in der Elbe. 

Eine Reihe von Versuchen tiber die Ammonifikation des Elbwassers 
mit Hilfe der Warburg-Technik fiihrte zu denselben Ergebnissen. Auch 
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hierbei zeigt sich der Riickgang der Ammonifikation auf der Unter- 
suchungsstrecke von Schnackenburg bis unmittelbar oberhalb von 
Hamburg. Im Hamburger Hafen fand sich sehr haufig eine starke 
Spitze. Bei diesen Untersuchungen waren die Werte im Winter eben- 
falls wesentlich héher als im Sommer. 


Die Nitrifikation 

Das im FluBwasser geléste Ammoniak dient zahlreichen pflanzlichen 
Organismen als Stickstoffquelle — es ist aber auch der Energielieferant 
der Nitritbakterien (Nitrosomonas europaea), die bei Anwesenheit von 
geniigend Sauerstoff NH,* zu NO,~ oxydieren (Nitritation). Das stets in 
kleineren oder gréBeren Mengen im Elbwasser nachzuweisende Nitrit 
wird dann von den Nitratbakterien (Nitrobacter winogradskyi) weiter zu 
Nitrat oxydiert (Nitratation). Damit ist die Endstufe der Mineralisierung 
der EiweiBverbindungen erreicht. 

Wahrend nun im Elbwasser zu jeder Jahreszeit Nitrit vorhanden ist, 
kommt dieses unter normalen Bedingungen im Boden niemals vor. Es 
fehlt selbst solchen Béden, bei denen eine iippige Denitrifikation fest- 
gestellt wurde (MmyEr 1957). Hier liegt also ein sehr wesentlicher Unter- 
schied zwischen der Nitrifikation im Erdboden und im Flu8wasser. Im 
Boden herrscht ein Gleichgewicht zwischen der Nitriterzeugung und dem 
Nitritverbrauch — im FlieBwasser hingegen ist dieses Gleichgewicht 
gestort. Die Nitratbakterien unterliegen hier also offensichtlich einer zu- 
mindest zeitweilig wirksamen Hemmung. 


Die Nitritation 

Die Nitritationspotenz des Elbwassers wurde von April 1957 bis 
Dezember 1958 laufend monatlich 1—2mal an mindestens 6 Punkten 
zwischen Schnackenburg und Hamburg bestimmt. Die héchsten Werte 
fanden sich stets in den Sommermonaten, die niedrigsten im Winter und 
im zeitigen Frihjahr. Abb. 1 zeigt einen Vergleich der Nitritation mit der 
Wassertemperatur fiir den Elbkilometer 550 auf der Hohe von Bleckede. 
Dieser Punkt wurde gewihlt, da er sich etwa in der Mitte des bearbeiteten 
FluBabschnittes befindet und es in seiner Nahe keine gréBeren Abwasser- 
einleitungen gibt. Die beiden Kurven zeigen eine sehr deutliche Abhangig- 
keit der Nitritation von der Hohe der Wassertemperatur. Der Anstieg der 
Nitritation erfolgte im Frihjahr 1958 allerdings etwas spater. Wahrschein- 
lich muBte erst eine bestimmte Temperaturschwelle tiberschritten werden. 
So stieg die Temperatur bereits im April kraftig an, die Nitritation aber 
erst im Mai. Dann erfolgte jedoch mit dem weiteren Steigen der Wasser- 
temperatur eine starke Zunahme der Nitritation. Im Herbst gab es dann 
ganz entsprechend einen kraftigen Riickgang, der bis Dezember oder 
Januar anhielt. 
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Auf der Untersuchungsstrecke stiegen die Werte besonders im Sommer 
vielfach von km 474,5 bis km 550 oder 580 an und nahmen dann bis 
km 610 wieder ab. In den Wintermonaten hingegen lag der héchste Wert 
oft bei km 474,5, und die Unterschiede waren bei den einzelnen Probe- 
punkten meist verhaltnismaBig gering. 
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Abb.1. Nitritation und Temperatur des Elbwassers bei Bleckede (km 550) von April 1957 
bis Dezember 1958 


Die Ergebnisse der fast zweijihrigen Untersuchungen zeigen, daB die 
Nitritationsaktivitat des Elbwassers im Sommer ein Vielfaches von der- 
jenigen in der kalten Jahreszeit betrug. Die Zah] der aktiven Nitrosomonas- 
Keime diirfte dann augerdem 5—10mal gréBer sein (nach einem im 
Sommer 1957 ausgefiihrten Nitrosomonas-Titer etwa 1—2/ml Elbwasser) : 


km | 4745 | 510 | 550 | 580 | 610 | 622,5 | 
8. 1. 1958 59 DFM lggnsy > of 22 71 |mg/INaNO, 
13. 8. 1958 124 150 160 162 128 166 |mg/lNaNO, 


Vergleiche der Ammoniakoxydation durch Nitrosomonas bei verschie- 
denen Temperaturen ergaben, daB die Nitritation bei 4°C meist weniger 
als 19/9) von derjenigen bei 25°C betrug: 


km | Datum | bei 4°C | bei 25°C | 

550 i.10.1958 | 0,01 | 168,0 mg/l NaNO, 
570 20. 8.1958 | — 0,30 134,0 mg/l NaNO, 
630 i4. 31958 | 027 | 5700 | mg/lNaNo, 


Ks scheinen sich also die vor allem mit den Abwassern von Wittenberge 
in den Strom gelangenden Nitrosomonas-Keime in den Sommermonaten 
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noch bis Bleckede oder Geesthacht zu vermehren und lebhaft zu nitri- 
fizieren. Im Winter hingegen, wenn die Wassertemperatur unter 10°C 
absinkt, erfolgt dann keine Vermehrung der Keime mehr — sondern ihre 
Zahl geht infolge der Vergré8erung der Wassermenge durch zum Teil 
weniger verunreinigte Nebengewasser oft sogar zuriick. Eine nennens- 
werte Nitritation findet ebenfalls nicht mehr statt. Der NO,-Gehalt 
des Elbwassers ist daher auch im Winter wesentlich geringer als im 
Sommer. 

Zu demselben Schlu8 fiihren auch die Ergebnisse der NH,*-Bestim- 
mungen im Elbwasser (Monatsberichte der W.S.D.-Hamburg). Im Som- 
mer geht der NH,*-Gehalt in dem untersuchten FluBabschnitt sehr schnell 
zurick und betragt bei Geesthacht oft nur noch einen Bruchteil der bei 
Schnackenburg gemessenen Menge. Da auch zahlreiche andere Organis- 
men Ammoniak verbrauchen, kann es in der warmsten Zeit des Jahres 
zwischen Geesthacht und Hamburg sogar einmal zum volligen Verschwin- 
den des Ammoniaks kommen (Juli 1957). In der kalten Jahreszeit da- 
gegen ist stets sehr reichlich Ammoniak vorhanden, da die Zahl der 
Plankter stark zurtickgegangen ist und die reichlich vorhandenen 
Bakterien wegen der niedrigen Wassertemperatur in der Mehrzahl phy- 
siologisch inaktiv sind. Der NH,-Gehalt nimmt dementsprechend im 
Winter auch von Schnackenburg bis Hamburg nur sehr wenig ab oder 
bleibt sogar auf der ganzen Strecke vollig gleich. 

Einen gewissen Einflu8 auf die Nitritation des FluBwassers tibt auch 
die Wassermenge aus. So kénnen Hochwasserwellen gelegentlich zu einem 
vortbergehenden Riickgang fithren. In sehr detritusreichem Wasser ist 
die Nitritation. oft hdher als in detritusarmem. So kommt es vor 
allem nach starken Regenfallen, wenn viel Wasser von den Ufern zulauft, 
gelegentlich zu einem erheblichen Nitritationsanstieg. Unter solechen Um- 
stiinden war auch bei den einzelnen Proben die Ubereinstimmung der 
Parallelen sehr schlecht, denn die GefaiBe enthielten trotz starken 
Schiittelns nicht die gleichen Partikelmengen. Da die Nitrosomonas- 
Keime oft in gréBerer Zahl an, den Bodenteilchen haften, kommt es nach 
derartigen heftigen Regenfallen voriibergehend zu einer stirkeren Infek- 
tion des FluBwassers. 

Sehr schwierig ist die sich daraus ergebende Frage nach der Herkunft 
von Nitrosomonas europaea in flieBenden Gewassern. Wahrscheinlich 
gehdért diese Art nur in sehr geringer Zahl zur autochthonen FluBwasser- 
flora. In wirklich sauberen Gewiassern, die nicht durch menschlichen 
KinfluB verunreinigt sind, lassen sich weder Ammoniak noch Nitrit 
nachweisen. AuBerdem werden eventuell vorhandene Keime in diesen 
meist recht klaren Gewassern bald sedimentieren. Einige Nitritations- 
Untersuchungen in verhaltnismaBig sauberen Nebenfliissen der Elbe 
zeitigten auch entsprechende Ergebnisse : 
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29. 10.1957 Ilmenau 
km | 0 12 | 24 Elbe | 


Leer Ose by ilsstiey 0:4 css aa cE tees le 80,0, seardte meyl NaNO, 


Es scheint also tatsachlich eine stindige Neuinfektion des Flu8wassers 
sowohl vom Lande her als auch durch Abwasser zu erfolgen. Bei Vor- 
handensein von geniigend Ammoniak kann es dann im Sommer zu der 
erwahnten Vermehrung der Keime in den Fliissen kommen. 


Die Nitratation 


Wahrend des Jahres 1958 wurde auch die Nitratationspotenz 1—2mal 
monatlich an den gleichen 6 Probestellen bestimmt. Das Ergebnis fiir den 
Elbkilometer 550 zeigt die Abb.2. Hier la8t sich keine so klare Abhangig- 
keit von der Wassertemperatur erkennen. Der Verlauf der Nitratations- 
kurve zeigt vielmehr wahrend des ganzen Jahres starke Schwankungen. 
Aber auch hier finden sich die héchsten Werte wieder in den Sommer- 
monaten. 

Parallelversuche tiber die Nitratation bei 4°C und bei 25°C zeigten viel 
geringere Unterschiede als bei der Nitritation: 


km | Datum | bei 4°C | bei 25°C | Verbrauch 


550 12. 11. 1958 149 270 mg/l NaNO, 
550 1. 10. 1958 220 390 mg/l NaNO, 
550 17. 9.1958 150 420 mg/l NaNO, 


Nitrobacter scheint also bei niedrigen Temperaturen eine gréBere 
Aktivitat zu besitzen als Nitrosomonas. 

In Abb.2 wurden der Kurve der Nitratation noch diejenigen der 
Nitritation und des NO,-Gehaltes des Elbwassers gegentibergestellt. Es 
zeigt sich, daB die beiden Ersteren keineswegs, wie man vermuten sollte, 
parallel verlaufen, sondern oft erheblich voneinander abweichen. So war 
die Nitritation in den Sommermonaten stets recht hoch und anderte sich 
auch nach der Hochwasserwelle Mitte Juli nur wenig, wahrend im Gegen- 
satz dazu die Nitratation nach dem Abklingen des Hochwassers Ende 
Juli und Mitte August stark zuriickging. 

Die Nitratation und der NO,-Gehalt des Elbwassers verhalten sich 
umgekehrt proportional, je hoher also der NO,-Gehalt des Flu8wassers 
desto geringer ist die Nitratation und umgekehrt. Der Verlauf dieser 
beiden Kurven beweist also, da8 immer geniigend Nitrit fiir die Tatig- 
keit von Nitrobacter vorhanden ist und da8B bei einem Riickgang der 
Nitratationsaktivitaét eine Anreicherung von Nitrit im Elbwasser erfolgt. 
Daraus ist zu entnehmen, daB es zeitweise zu einer Hemmung von Nitro- 
bacter kommen mu8. Uber deren Ursache ist bisher nichts Sicheres 
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bekannt. Méglicherweise liegt sie darin, dab dem FluB bestimmte 
chemische Verbindungen mit Abwassern zugefiigt . werden, die diese 
Hemmung von Nitrobacter bewirken. Auch konnte der Phosphor- 
mangel der FlieBgewasser eine Rolle spielen. 


km 474,5 | 510 550 580 610 622,5 Verbrauch 
5. 2. 1958 425 270 220 | 180 | 120) 160 | mg/l NaNO, 
21. 5. 1958 550 250 120 | 210) 180| 420 | mg/lNaNO, 


Die Nitratation war in allen Jahreszeiten bei km 474,5 am héchsten 
und ging dann meistens bis km 610 zuriick. Oft wurde dieser Riickgang 
bei km 580 unterbrochen. Im Hamburger Hafengebiet erfolgte dann 
nicht selten wieder ein staérkerer Anstieg. Ganz ahnlich verhalt sich auch 

der Nitritgehalt des Elb- 
laclle Ss km 550 wassers. 


Es kam also auch im 
Sommer in dem untersuch- 
ten Elbabschnitt bei Nitro- 
bacter im Gegensatz zu Nitro- 
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$100 S somonas nur selten zu einer 
Salts starkeren Vermehrung. 
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50 Die Denitrifikationspo- 


tenz, also die mikrobielle 
Reduktion von Nitrat tiber 
Nitrit zu freiem Stickstoff, 
wurde 1958 monatlich 
mg/UNO, K mindesten 1malan 4 bis 
6 Probestellen zwischen 
Schnackenburg und Ham- 
burg durch die Ermittlung 
des gebildeten NO,~ be- 
stimmt. Da es sich bei die- 
sem nur um ein Zwischen- 

YX produkt handelt, kénnen 
7958 ¢ a , pre vee nae = a ee die Werte natiirlich nur 


Abb. 2. Nitratation und Nitritation (oben) sowie Nitrite Anhaltspunkte sein, die 
gehalt (unten) des Elbwassers bei Bleckede (km 550) von , “ 
aber doch einen guten 


Januar bis Dezember 1958 
Kinblick vermitteln. 
Es zeigt sich, daB das Elbwasser allein bei Zugabe von Nitrat nur zu 
einer sehr geringen Denitrifikation befahigt ist. Erst das Vorhandensein 
eines Wasserstoffdonators, also eine geniigend groBe Menge von organischen, 
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Nahrstoffen wie Zucker, organischen Sauren, EiweiB usw. ermoglicht 
eine stérkere Denitrifikation. Es befinden sich aber zahlreiche denitri- 
fizierende Bakterien im Elbwasser, die jedoch wegen des verhaltnis- 
mafig geringen Gehaltes an organischen Stoffen und vor allem auch wegen 
der reichlichen Sauerstoffversorgung (Monatsberichte der W.S. D.-Ham- 
burg) nur wenig denitrifizieren kénnen. Es kommt daher auf der Unter- 
suchungsstrecke auch nicht zu einem starkeren Riickgang des NO,-- 
Gehaltes. Nur in Stillwasserzonen wird es eine gréBere Denitrifikation 
geben. Die denitrifizierenden Mikroorganismen stammen sehr wahrschein- 
lich zum gréBten Teil aus Abwassern. 

Es zeigte sich im allgemeinen wieder wie bei der Ammonifikation und 
den Keimzahlen die Abnahme der Werte von Schnackenburg bis ober- 
halb von Hamburg: 


km | 474,5 | 510 | 550 | 580 610 | 622,5 
nS pe eee a a nee eat ie es area Li 
22.5.58| 270 | 270 | 265 | 245 | 175 | 150 |mg/INO,-n.27Tg. 


Uber das Vorhandensein von jahreszeitlichen Unterschieden bei der 
Denitrifikation konnten die bisherigen Untersuchungen noch keine volle 
Klarung bringen. ; 

AuB8er der Denitrifikation findet auch eine lebhafte Nitratammoni- 
fikation statt, also die Reduktion des gebildeten Nitrits zu Ammoniak. 
Diese Nitratammonifikation war in den Wintermonaten betrachtlich 
groBer als in den Sommermonaten. 


km | 474,5 | 550 | 610 | 622,5 | 
5.3.1958 | 60 BB | 55 5B | mg/INH,*n.2T¢. 
4.6.1958 | 28 25 23 24 | mg/INH,*n.2Tp. 


Ahnlich scheint auch die Zahl der denitrifizierenden Bakterien im 
Winter am groBten zu sein. Deren Aktivitat ist aber bei 4°C gleich Null, 
so daB bei niedrigen Temperaturen im FluB auch bei Vorhandensein von 
genigend dazu befahigten Mikroorganismen keine nennenswerte Nitrat:- 
reduktion erfolgen kann. 


Die bakterielle Mineralisierung von Hiweifverbindungen 


Die bisher beschriebenen Untersuchungen zeigten schon sehr deutlich, 
daB im Elbwasser eine mikrobielle Mineralisierung von EiweiBverbin- 
dungen erfolgt, wobei die Endstufe des Stickstoffabbaues das Nitrat ist. 
Um das Ineinandergreifen der einzelnen Stufen genauer zu erfassen, 
wurden Versuche unter méglichst natiirlichen Bedingungen mit gréBeren 
beliifteten Wassermengen (10 1) angestellt, die einen Zusatz von HiweiB- 
bausteinen oder Ammonsulfat erhielten. Es erfolgte dann méglichst 
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taiglich die Bestimmung des im Wasser vorhandenen NH,*, NO,- 
und NO,~ (Abb.3). 

Bei Zugabe von 0,5 g (NH,),SO, setzte offenbar sofort eine rege Nitri- 
fikation ein, denn das Ammoniak war nach 5—7 Tagen fast vollig ver- 
schwunden und der Nitritgehalt hatte sein Maximum erreicht. Nun 
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Abb.3. 101-Versuch tiber die Nitrifikation im Elbwasser (von km 585): a bei Zugabe von 0,5 ¢ 

(NH,).80, und 0,5 g Glucose. b bei Zugabe von 0,5 g (NH,).80,, 0,5 g Glucose und 0,25 g K,HPO,. 

Oben: Ammonstickstoffgehalt; Mitte: Nitritgehalt und Nitritation; Unten: Nitratgehalt und Nitra- 

tation in den VersuchsgefiBen. In dem Gefi8 ohne Phosphatgehalt erfolgte eine deutliche Verzégerung 
der Nitrifikation 


stieg das Nitrat stark an und hatte am 10.—14. Tag seinen hoch- 
sten Stand, wahrend das Nitrit inzwischen wieder vollig zuriick- 
gegangen war. 

Bei Zusatz von 0,5 g Asparagin hatte der NH,-Gehalt meist schon am 
2. Tag sein Maximum und nahm dann nur sehr langsam wieder ab, 
ebenso langsam stieg auch der NO,-Gehalt, der erst nach etwa 14 Tagen, 
also diesmal mindestens eine Woche spiiter, seinen héchsten Wert er- 
reicht hatte. Ganz entsprechend nahm auch der Nitratgehalt sehr viel 
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langsamer zu. Bei den Asparagin-Versuchen fanden sich schon am 2.Tag 
dichte Flocken von Sphaerotilus natans — wahrend bei den Ammon- 
sulfatversuchen das Wasser ziemlich klar blieb. Wurde aber neben 
(NH,),SO, noch 0,5 g Glucose zugesetzt, so zeigte sich ebenfalls die heftige 
Sphaerotilus-Entwicklung und die gleiche Verzégerung der Nitrifikation 
(Abb.3a), die sich bei der doppelten Glucosemenge noch um weitere 
5 Tage ausdehnte. Gab man gleichzeitig 0,25 bzw. 0,5 ¢ KH,PO,, kam es 
zwar ebenfalls zur Sphaerotilus-Bildung, aber die Nitrifikation verlief 
jetzt ohne jede Verzogerung (Abb.3b), wie in den GefaBen, bei denen 
dem Elbwasser nur Ammonsulfat zugesetzt war. In der Abb.3 sind auch 
die Ergebnisse von einigen Nitritations- und Nitratations-Versuchen 
dargestellt worden. Die Kurven zeigen deutlich den spateren Be- 
. ginn der Nitritation in den GefaBen ohne Phosphat. Die Nitratation 
ging hier sogar zunachst zuriick, um dann in der 2. Woche wieder 
zu steigen. 

Eine nennenswerte Denitrifikation fand nicht statt. Es zeigte sich nur 
in den GefaBen, die gréBere Mengen Glucose oder Asparagin (tiber 1 g) 
enthielten, nach Erreichen des Maximums ein langsamer Riickgang des 
Nitrats. Es konnte aber dann kein Nitrit nachgewiesen werden. 

Aus diesen Ergebnissen geht also klar hervor, daB schon verhAltnis- 
maBig kleine Mengen von Kohlenhydraten oder anderen organischen Ver- 
bindungen im FluBwasser die Massenentwicklung von Sphaerotilus zur 
Folge haben, wodurch das im Wasser ohnehin im Minimum vorhandene 
Phosphat in kiirzester Zeit véllig verbraucht wird. Nach dem Absterben 
der Sphaerotilus-Flocken wird das Phosphat dann wieder frei und kann nun 
von den Nitrit- und Nitratbakterien aufgenommen werden, so daB diese 
nitrifizieren und sich vermehren kénnen. 

Starkere Verunreinigungen der Fliisse mit organischen Stoffen fiihren 
also vor allem wegen des Phosphatmangels, der ja nach der Literatur in 
unseren Gewassern die Regel sein soll, zu einer Behinderung der Nitri- 
fikation. Dadurch unterbleibt die Oxydation des Ammoniaks und es 
kann zu dessen Anreicherung im FluBwasser kommen. In dem von uns 
untersuchten Elbabschnitt ist diese Gefahr einstweilen jedoch gering, da 
die Verunreinigung nur in Ausnahmefallen so groB ist, daB es zu einer 
Massenentwicklung von Sphaerotilus kommen, kann. 


Die Ursache des Auftretens der sommerlichen Nitritspwtze 
unterhalb von Hamburg 


Seit Jahren wurde in den Sommermonaten, (bei Wassertemperaturen 
iiber 15° C) regelmaBig ein starkes Ansteigen des Nitritgehaltes in 
der Elbe unterhalb von Hamburg beobachtet. Diese Nitritmengen, 
die oft mehr als 1 mg/l betrugen, konnten nur durch chemische 
oder biologische Umsetzungen im Flufiwasser entstanden sein. Die 
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beschriebenen Untersuchungsergebnisse von dem oberhalb Hamburgs 
gelegenen Elbabschnitt erlaubten schon den SchluB, daB der Anstieg 
des Nitritgehaltes in der warmen Jahreszeit auf einem biologischen 
Vorgang beruht. 

Versuche mit sterilisiertem Elbwasser zeigten keinerlei herve 
Oxydation von NH,+ zu NO,~ und auch keine solche von NO,~ zu NO;-. 
Ebenso konnte keine Reduktion von NO,~ zu NO,~ beobachtet werden. 
Das Nitrit muBte also biologischer Herkunft und entweder durch Nitri- 

tation oder durch Denitrifi- 

mg/L Na NO, 29Vl58 vation entstanden sein. Da 
750|—___} gem auch die Einleitung der Ham- 

burger Abwasser nur einen vor- 
tibergehenden Sauerstoffriick- 
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Abb. 4. Sommerliche Nitritation und Nitratation 


(oben), sowie Nitritgehalt (unten) des Elbwassers Hamburg und Glickstadt konn- 
auc Hamid und Gc, De Nin tencdiese Vermutung bestitigen. 
dem Minimum der Nitratation zusammen Wahrend der N H,- Gehalt von 
seinem hohen Stand bei Ham- 
burg schnell zuriickging, verdoppelte sich, wie Abb.4 zeigt, der NO,- 
Gehalt von km 623 bis 642 und nahm dann ab — bis bei km 674 das 
Nitrit vollig verschwunden war. Ganz entsprechend verlauft auch die 
Nitritationskurve. Auch hier erfolgte eine Verdoppelung auf der Strecke 
von km 623 bis 642 und anschlieBend ein starker Riickgang. Die Nitrit- 
bakterien haben sich also zunachst stark vermehrt und nahmen dann 
wieder ab. Ganz anders verhalt sich die Nitratationskurve. Diese fiel 
zunichst etwas zurtick, stieg bis km 654 sehr stark und unterhalb 
davon langsam an. Es ergibt sich also fiir km 642 eine starke Nitri- 
tation und eine schwache Nitratation — die Folge davon ist eine An- 
reicherung von Nitrit im Elbwasser. Unterhalb von km 654 geht die 
Nitritation bei gleichzeitigem Ansteigen der Nitratation zuriick und der 
Nitritgehalt des Wassers nimmt entsprechend wieder ab. 
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Der Verlauf dieser 3 Kurven beweist also, daB die Nitritspitze in der 
Elbe unterhalb von Hamburg im wesentlichen auf Nitrifikation, beruht. 
Es liegt der Sonderfall vor, da8 mit einem starken Anstieg der Nitritation 
eine Hemmung der Nitratation einher geht und so reichlich Nitrit 
gebildet — aber nur teilweise weiter zu Nitrat oxydiert wird. 


Schlu8bemerkung 


Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen die groBe Bedeutung der Mikro- 
organismen fiir die Stoffumsetzung in den flieBenden Gewissern deutlich 
werden. Der Abbau eiweiShaltiger Abwaisser bis zum Ammoniak, dessen 
Oxydation zu Nitrit und weiter zu Nitrat sind mikrobiologische Vor- 
gange. Die Nitrifikation kann nur in maBig verunreinigten Gewédssern 
erfolgen, die noch tiber einen ausreichenden Sauerstoffgehalt verfiigen. 
Bei starkerer Verschmutzung kann es zu Sauerstoffmangel und damit zu 
dem entgegengesetzten ProzeB der Reduktion von Nitrat kommen. Dieses 
ist ebenfalls ein mikrobiologischer Vorgang. Auch der durch die Massen- 
entwicklung von Sphaerotilus natans verursachte Phosphormangel kann 
die Nitrifikation verzégern oder ginzlich verhindern. 

Die zahlreichen komplizierten Umsetzungen in den flieBenden Ge- 
wassern sind also nicht chemischer, sondern mikrobiologischer Natur. 
Die bereits selbstverstandlich gewordenen chemischen und hydrobiolo- 
gischen FluBuntersuchungen charakterisieren den jeweiligen Zustand der 
Gewasser; die Ursachen dieses Zustandes kénnen aber nur mikrobio- 
logische Untersuchungen klairen, die daher in Zukunft unbedingt jede 
sinnvolle Gewasseranalyse erginzen miissen. 


Zusammenfassung 


In dem FluBabschnitt zwischen der Zonengrenze oberhalb von Schnak- 
kenburg und Gliickstadt wurden 1957 und 1958 mikrobiologische Unter- 
suchungen tiber die Ammonifikation, Nitrifikation und Denitrifikation 
zur Klarung des Stickstoffhaushaltes in der Elbe angestellt. 

Sowohl im Sommer als auch im Winter erfolgte im FluB ein mikro- 
bieller Abbau der EiweiBverbindungen bis zam Ammoniak. Bei hohen 
Wassertemperaturen war die Zahl der entsprechenden Mikroorganismen 
geringer, deren Aktivitét aber betrachtlich gréBer als bei niedrigen 
Temperaturen. Die Ammonifikation nahm auf der Strecke von Schnacken- 
burg bis oberhalb von Hamburg laufend ab, um dann im Hamburger 
Hafen wieder stark zu steigen. 

Die beiden Stufen der Nitrifikation verlaufen im FluBwasser nicht 
parallel: 

Die Hohe der Nitritation ist von derjenigen der Wassertemperatur 
abhangig. Zahl und Aktivitat. der Nitrosomonas-Keime sind im Sommer 
wesentlich héoher als im Winter, und nur in der warmen Jahreszeit kommt 
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es zwischen, Schnackenburg und Geesthacht sowie unterhalb von Ham- 
burg zu einer Vermehrung der Keime. Nitrosomonas europaea scheint 
nicht zu den autochthonen FluBwasserorganismen zu gehoren, da relativ 
saubere Nebengewasser nur eine duBerst geringe Nitritation aufweisen. 
Es muB also eine standige Infektion vom Erdboden und vor allem durch 
Abwasser erfolgen. 

Die Nitratation erreicht die héchsten Werte ebenfalls im Sommer, sie 
ist aber auch bei niedrigen Temperaturen noch recht lebhaft. Sie unter- 
liegt wahrend des ganzen Jahres groBen Schwankungen und verhalt sich 
genau umgekehrt wie der NO,--Gehalt des Elbwassers. Es kommt also 
zeitweise zu einer Hemmung von Nitrobacter winogradskyt und damit zu 
einer Anreicherung von, Nitrit. 

Trotz des Vorhandenseins entsprechender Mikroorganismen sind 
Denitrifikation und Nitratammonifikation in der Elbe gering, da der 
Sauerstoffgehalt des Wassers relativ hoch und der Anteil an organischen 
Stoffen klein ist. Die Zahl der denitrifizierenden Bakterien, die vor- 
wiegend aus Abwassern stammen diirften, geht von Schnackenburg bis 
oberhalb von Hamburg zuriick und scheint im Winter groBer als im 
Sommer zu sein. 

Eine Reihe von Versuchen zeigte, da8 starkere Verunreinigungen mit 
organischen Verbindungen, wie Kohlenhydraten, Eiweif und anderen zur 
Massenentwicklung von Sphaerotilus natans fihren konnen. Dadurch 
kommt es zu einer Phosphatverknappung, die eine starke Verzogerung 
der Nitrifikation zur Folge hat. Es kann auf diese Weise eine An- 
reicherung von Ammoniak im FluBwasser erfolgen. Entsprechend ihrem 
Giitezustand ist fiir die Elbe die Gefahr einer Massenentwicklung von 
Sphaerotilus zur Zeit gering. 

Die starke sommerliche Nitritspitze unterhalb von Hamburg wird 
durch eine lebhafte Nitritation bei gleichzeitiger Hemmung der Nitra- 
tation verursacht. 


Die Mittel fiir diese Untersuchungen wurden von der W.S.D.-Hamburg in 
groBziigiger Weise zur Verfiigung gestellt. Dem Leiter der Mikrobiologischen 
Abteilung d. Staatsinstitutes f. Allgem. Botanik, Herrn Prof. Dr. H. ENGEL, 
moéchte ich fiir seine zahlreichen Anregungen, seinen wertvollen Rat und seine 
oft benétigte Hilfe herzlich danken. 
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Appressorien und Chlamydosporen 
von Colletotrichum atramentarium (Berk. et Br.) Taub. 


Von 
M. SCHMIEDEKNECHT 


Mit 4 Textabbildungen 
( Bingegangen am 22. Juli 1959) 


Charakteristisch fiir alle Arten der Gattung Colletotrichum ist, daB die 
Conidien bei der Keimung entweder direkt oder an kurzen Seitenasten 
der Keimschlauche bzw. auch an diesen selbst braungefarbte Appresso- 
rien bilden (von Arx 1957). Diese Haftscheiben sind von oben gesehen 
keulig, herzformig oder gelappt, von der Seite linsenférmig oder halb- 
kugelig. Ihre Ausbildung erfolgt auf einen mechanischen Reiz hin, der 
durch das Auftreffen der Keimhyphe auf einen festen Gegenstand, z.B. 
die Cuticula des Wirtes oder das Deckglas im hingenden Tropfen, gegeben 
wird. Mit zunehmendem Alter verlieren die Hyphen diese Reaktions- 
fihigkeit. Die Adhasion der Appressorien an die Unterlage ist so fest, daB 
sie durch einen Wasserstrahl nicht abgeschwemmt werden kénnen. 
Haften die Appressorien auf einer Wirtspflanze, dann treiben sie nach 
unten eine Perforationshyphe durch Cuticula und Zellwand in die Epi- 
dermiszelle und infizieren so den Wirt. Dieser Vorgang wurde in jiingster 
Zeit erneut von ZWILLENBERG (1959) in eindrucksvoller Weise bei 
Colletotrichwm graminicola (Ces.) W1Lson dargestellt. 

FRANK (1883), der als erster diese Organe beobachtete, erkannte ihre Natur als 
Haftorgane und belegte sie mit dem Namen Appressoria. Dr Bary (1886) und 
Biseun (1893) konnten nachweisen, daB die Haftorgane, die inzwischen bei vielen 


parasitischen Pilzen gefunden worden waren, infolge eines mechanischen Reizes 
gebildet werden. 

Es scheint, da8 die Ergebnisse von FRANK manchen Autoren entgangen sind, 
denn ScriBNER (1887), SournHwortH (1891) und Hatsrep (1892) nennen diese 
Bildungen ,,Sekundarsporen“ und vermuten in ihnen Dauerorgane. CLINTON (1902) 
bezeichnet sie als Chlamydosporen. 

Diese Widerspriiche in der Literatur veranlaBten HassELBRriInG (1906) zur 
experimentellen Untersuchung der fraglichen Organe. Er kam zu dem SchluB, daB 
die sporenihnlichen Anschwellungen, die von den Keimschlauchen der Anthra- 
knoseerreger gebildet werden, Haftorgane sind, durch die sich der Pilz in seinen 
friihen Entwicklungsstadien auf der Oberfliche des Wirtes anheftet. Sie sind nicht 
zur Verbreitung geeignet und diirfen daher nicht als Sporen bezeichnet werden. 
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Trotz diesen eindeutigen Befunden vertraten auch weiterhin verschiedene 
Autoren die Ansicht, daB es sich bei diesen Organen um Dauer- oder Chlamydo- 
sporen bzw. Gemmen handelt, so z.B. Cavapas (1923), CHaupHuRI (1924) sowie 
Diraco u. Gasser (1943) von Colletotrichum atramentarium (Berk. et Br.) Taub. 
Dieser Irrtum wurde von SCHMIEDEKNECHT (1956, 1957) richtiggestellt. 


Errie (1958, 1959) wirft erneut die Frage nach der Funktion dieser Organe auf 
und glaubt, der Auffassung, da es sich um Appressorien handelt, widersprechen 
zu miissen. Bei Untersuchungen iiber den Einflu8 eines Bakterienhemmstoffes auf 
Colletotrichum atramentariwm fand er im Bereich der Hemmzone (und spiiter auch 
in normalen Kulturen) 
runde, braune bis gelb- 
braune Ko6rperchen, die er 
als identisch mit den von 
den genannten Autoren be- 
obachteten Gebilden an- 
sieht und als Chlamydo- 
sporen  bezeichnet. — Die 
fehlende Ahnlichkeit mit 
den von D&Faco u. GASSER 
(1943, Taf.19, Abb.5) und 
SCHMIEDEKNECHT (1956, 
8.5, Abb. 1) abgebildeten 
Organen erklart er mit 
Unterschieden, wie sie bei 
Biotypen vorkommen kén- 
nen (vgl. hierzu Errie 1958, 
8.344ff., Abb.6—9).Aufden 
GroBenunterschied — der 
Durchmesser seiner K6rper- 
chen istrund 6 mal gr6Ber — 
geht er nicht ein. 


Die Beobachtungen Abb.1. Chlamydosporen von Colletotrichum atramentariwm 

von Ertia (1958, 1959) 

gaben zu folgendem Versuch Anlafi. Nach seiner Angabe wurde aus Kahm- 
hauten von Bacillus subtilis Cohn emend. Prazmowski ein Hemmstoff ge- 
wonnen und im Lochtest gegen Colletotrichum atramentarium getestet. 
Gleichfalls wurden die Antibiotica Patulin und Actinomycin C getestet. 
Nach deutlicher Ausbildung der Hemmzonen erfolgte die mikroskopische 
Untersuchung. Unter HinfluB des Subtilis-Hemmstoffes konnten, Blasen- 
mycel und spater auch die runden Kérperchen beobachtet werden, wie 
sie Erria beschrieben hat (Abb. 1). Bei den Antibiotica fehlte diese 
Wirkung. Auch in den von mir untersuchten normalen Kulturen waren 
sie nicht vorhanden. Dagegen waren sie in einer Petrischale zu finden 
die durch Bespriihen mit einer Conidiensuspension von C. atramen 
tarium beimpft worden war und bei der zwischen den heranwachsenden, 
Kolonien Hemmzonen stehen blieben (Abb.2). Ob eine Selbsthemmung 
oder nur Nahrstoffmangel vorlag, wurde nicht naher untersucht. In 
diesen Hemmzonen waren die fraglichen Organe reichlich vorhanden- 
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Hier konnte auch die Genese der Kérperchen deutlich beobachtet 
werden. 

Normale Conidien schwellen an beiden Enden unter gleichzeitiger Ver- 
dickung der Membran an. Dadurch verandert sich ihr Lichtbrechungs- 
vermégen. Die sich umbildenden Conidien sehen zuerst hantelformig, 
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Abb. 3. Umbildung von Conidien in Chlamydosporen in einer Mischkultur yon Colletotrichum 
atramentarium und Bacillus subtilis 


spiiter semmelférmig (siehe Erria 1958) aus, bis schlieBlich groBe unregel- 
miBig rundliche Gebilde entstehen, deren Membran braun gefarbt ist. 
Auch in Mischkulturen von C. atramentarium und B. subtilis fand diese 
Umbildung der Conidien statt (Abb.3). 
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Wurden die Kérperchen aus dem Hemmungsbereich herausprapariert 
und in einen hangenden Tropfen tibertragen, keimten sie mit normalen 
Hyphen aus, die nach einiger Zeit Conidien abtrennten. Diese Conidien 
bildeten bei der Keimung die bekannten Appressorien, sobald die Keim- 
schlauche das Deckglas beriihrten (Abb. 4). 

Beide in Frage stehende Organe wurden von einer Ausgangskultur 
(Einsporlinie) gebildet, Biotypenunterschiede sind also ausgeschaltet. Die 


Seo 


Abb.4. Keimende Conidie (C) von Colletotrichum atramentarium mit Appressorien am Keimschlauch 


von Erria beobachteten Kérperchen sind demnach nicht identisch mit 
den friiher beschriebenen Organen, sondern sind bisher unbekannte Bil- 
dungen mit Dauersporenfunktion. 

Als Ergebnis dieses Versuches hat sich gezeigt, dal Colletotrichum 
atramentarium, wie jede andere Art dieser Gattung, bei der Conidien- 
keimung auf einen Beriihrungsreiz Appressorien bildet. Daneben ent- 
stehen unter antibiotischen, Verhaltnissen oder bei Nahrstoffkonkurrenz 
Chlamydosporen, die sich sowohl in Form und GroBe als auch in ihrer 
Entstehung und Funktion von den Appressorien, unterscheiden. Auch bei 
anderen, Colletotrichum-Arten, z.B. C.fuscwm Laub. werden neben. 
Appressorien Chlamydosporen in oft groBer Menge beobachtet. 


Zusammenfassung 


Colletotrichum atramentarium (Berk. et Br.) Taub. bildet neben den, 
lange Zeit bekannten Appressorien auch Chlamydosporen, die erstmalig 
von Errre (1958) beschrieben wurden. Beide Organe unterscheiden sich 
in ihrer Genese und Funktion, sowie in Form und Gré8e von- 
einander. Die Appressorien werden oft irrtiimlich als Chlamydosporen 


bezeichnet. 
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Elektronenmikroskopische Untersuchungen 
an Streptomyces purpurascens Lindenbein 


Von 
EHRENFRIED PETRAS 


Mit 7 Textabbildungen 
(Dingegangen am 30. Juli 1959) 


Wahrend die Cytologie der Bakterien seit der Verdffentlichung der 
ersten Ultradiinnschnitt-Praparationen durch CHAPMAN u. HILLIER (1953) 
Gegenstand zahlreicher elektronenmikroskopischer Untersuchungen, ge- 
worden ist und damit in ihrer Problematik eine neue, hdhere Basis 
erhalten hat, ist — soweit bekannt — das Gebiet der Streptomyces-Arten 
von der Elektronenmikroskopie bisher fast vollig vernachlassigt worden. 
Das ist um so erstaunlicher, als diese auf Grund ihrer vielfach vertretenen 
Fahigkeit zur Antibioticabildung erhebliche wirtschaftliche Bedeutung 
besitzen und zudem fiir Genetik, Entwicklungsphysiologie und Syste- 
matik von grofem Interesse sind. 


In diesem Zusammenhang sei hier nur auf die Untersuchungen zum ,,Hetero- 
caryose-Phanomen (vgl. BRADLEY u. LepERBERG 1956; BrapLey 1958; Hor- 
vATH 1958), auf die Angaben iiber Rekombinationen (Hopwoop 1957; SatTo u. 
TkEepA 1957; Sarro 1958; ALIKHANYAN u. Mitarb. 1959) sowie tiber einen — teils 
,haploiden“, teils ,,diploiden‘“’ — Lebenscyclus bei Actinomyces-Arten (KLIENE- 
BERGER-NOBEL 1947), auf die zahlreichen Arbeiten tiber Actinophagen und auf das 
von Cummins u. Harris (1958) an Hand chemischer Zellwandanalysen aufgestellte 
Postulat einer polyphyletischen Abstammung der Actinomycetales verwiesen. 


Vorliegende Ver6ffentlichung befaBt sich mit elektronenmikroskopi- 
schen Beobachtungen an dem Rhodomycin bildenden Streptomyces pur- 
purascens Lindenbein. 


Material und Methodik 


Als Teststamm diente der von Frommer (1955/56) durch Kinsporisolierung 
gewonnene und von diesem sowie von D6LLE (1957) auf sein physiologisches Ver- 
halten untersuchte, gut Rhodomycin bildende Stamm P 2a. 

Die Anzucht erfolgte auf einem fiir die Rhodomycin-Bildung optimalen 
Nahrmedium folgender Zusammensetzung: Glycerin 3 Vol-°/,; NaNO, 0,2°/); 
K,HPO, 0,1%); MgSO, - 7 H,O 0,05°/); KCl 0,05°/,; FeSO, -7 H,O 0,001%/,; 
Hoaglandsche Spurenelementlésung 0,1 Vol-°/; pa 6,9. Dieses Medium diente 
entweder in 50 ml-Portionen zur Schiittelkultur (300 ml Erlenmeyerkolben, etwa 
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80 Schiittelbewegungen/min in jeder Richtung, Beimpfung mit aliquoten Teilen 
einheitlicher Sporen- und Mycelaufschwemmungen von Agar-Vorkulturen) oder 
mit Zusatz von 2°/, Agar zur Plattenkultur. Die Bebriitungstemperatur betrug 
stets etwa 28°C. 

Zur Fixation wurden nach einer Reihe von Vorversuchen folgende Methoden 
angewendet: 


a) 4stiindige Fixation in einer Lésung von 1°/) OsO,, 1°/5 Chromat und 0,85°/, 
NaCl (pu 7,2) nach Angaben von Ss6sTRAND (1956). 

b) 4stiindige Fixation diinner Mycelschichten (auf Agarbléckchen) im Dampf 
einer 1°/,igen OsO,-Lésung. 

c) 4stiindige Fixation in 1 mol. Formaldehyd, neutralisiert (px 7,0) mit Pyridin 
(puriss. Merck). AnschlieBend 1/,stiindiges Wassern in einer von Brrcu-ANDERSEN, 
MaaLor u. SsOstRaND (1953) angegebenen Pufferlésung (KH,PO, 1,45 ¢; 
Na, HPO, -: 2 H,O 7,6 g; NaCl 4,8 g; aqua dest. 11; px 7,2) und 2stiindiges Nach- 
kontrastieren in 1°/,iger nicht gepufferter OsO,-Lésung (Verfahren entsprechend 
personlicher Mitteilung von P. Srrrp). 

Samtliche Praparate wurden nach der Fixation fiir je 1 Std in Puffer- (siehe oben) 
bzw. physiologische NaCl-Losung gebracht; dann in 70-, 90- und 100°/,iges Athanol 
sowie in ein Gemisch (1/1; v/v) von 100°/,igem Athanol und unpolymerisiertem 
Metacrylat (Butyl-Methyl-metacrylat = 19/1; v/v: 0,5°/5 Dibenzoylperoxyd). 
Bis zu diesem Stadium erfolgte die gesamte Préparation in jedem Falle bei + 2°C. 
AnschlieBend wurden die Mycelproben in reinem Metacrylat-Gemisch eingebettet 
und dieses bei 80°C polymerisiert. 

In einer Reihe von Fallen wurde das Mycel im Verlauf der Préparation tiber 
Nacht in 70°/,igem Athanol bei + 2°C stehen gelassen. Bei der gegebenen elek- 
tronenmikroskopischen VergroRerung wurden keine durch dieses Verfahren ver- 
ursachten morphologischen Veranderungen beobachtet, was auch PREUSSER (per- 
sénliche Mitteilung) fiir Untersuchungen an Proteus vulgaris und Escherichia coli 
sowie andere Autoren bestiatigen. 

Geschnitten wurde nach Méglichkeit in den Randzonen der praparierten Mycel- 
flocken, um stets hauptsachlich die zuletzt gebildeten Zellen zu erhalten. 


Ergebnisse 


Die untersuchten Ultradiinnschnitt-Praiparate des Testorganismus 
weisen eine Reihe von morphologischen Strukturelementen auf, wie sie 
ihnlich von Preusser (1958, 1959) bei Proteus vulgaris festgestellt 
wurden : 


a) Es wurden Zellen beobachtet, in deren Innerem sich auBer einem 
einheitlich grauen, granulierten Plasma keine besonderen Strukturen, 
erkennen, lieBen (Abb.1). Diese Zellen stammen, aus der Randzone junger 
Kolonien, die noch keine feststellbaren Mengen an Rhodomycin, bildeten 
und sind zweifellos als junge Zellen zu betrachten. 

b) Altere Zellen, d.h. solche, die wihrend der Phase intensiver Rhodomy- 
cinbildung! den Kulturen entnommen wurden, wiesen demgegenitiber 


1 Nach Ergebnissen von Mycelgewichtsbestimmungen handelt es sich hierbei in 
Schiittelkultur vor allem um die zweite Halfte der logarithmischen Wachstums- 
phase. 
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_ stets ein stark strukturiertes Plasma auf (Abb.2—6)1. Wie bei Priparaten 
von Bakterien entsprechender Altersstadien sind hier unter anderem 
~ dunkle | — vermutlich chromosomale — Faden erkennbar, die meist von 
_ einer — allerdings sehr schmalen (10—50 mu) — Hellzone umgeben sind. 
Die Fadendicke betragt im allgemeinen etwa 20 mu, was mit den 
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Abb.1. Junge Hyphe yon Agar (keine Peper ecinttsanna): OsO,-Dampf-Fixation. ZW Zellwand 


Pe ielisecn der von Hopwoop u. GLAUVERT (1958) an Streptomyces coeli- 
color vorgenommenen Untersuchungen tbereinstimmt. Nach Formol- 
Fixierung traten die Faden nicht oder nur schwach in Erscheinung. 


c) Die Zellen sind fast stets von zweischichtigen, etwa 10 my dicken, 
durch eine diinne helle Linie gegeniiber dem Zellinnern abgegrenzten 
Zellwanden umgeben (Ausnahme in Abb.5b dargestellt, sowie Autolyse- 
stadien). Diese lieferten im elektronenmikroskopischen Bild allerdings 
wesentlich stairkere Kontraste als die Zellwinde der von PREUSSER 
untersuchten gramnegativen Bakterien. In einigen Praparaten erreichten 


1 In Abb.6 ist unter anderem eine verhaltnismaBig schlanke nur wenig differen- 
zierte Zelle abgebildet, die ein Ubergangsstadium darzustellen scheint. 
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Abb. 2a—c. Zellen aus 4 Tage alter Schiittelkultur. OsO,-Bichromat-Fixation. K vermutliche 
Kernsubstanz; M ,,Mitochondrien‘-artige Strukturen; V Vacuolen; VIM Vacuolenmembranen; 
ZW Zellwiinde 
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sie gelegentlich etwas gréBere Dicken (maximal annahernd 20 my), was 
vermutlich auf schragen Anschnitt zuriickzufiihren sein wird. Eine Wand- 
starke von 10mm war bei Anwendung aller drei oben beschriebenen 
Fixationsmethoden die Norm. 

d) Kernmembranen oder andere Strukturen, die auf das Vorhanden- 
sein echter Zellkerne schlieBen lassen, wurden niemals beobachtet. 
Hopwoop u. Guavert kamen zu dem gleichen Ergebnis. 


Abb. 2b 


Uber diese von PreussxEr bereits in analoger Form festgestellten 
morphologischen Merkmale hinaus wiesen die Streptomyceten-Praparate 
folgende morphologischen Besonderheiten auf: 

a) Die Zellwande von Mycel aus fliissiger Kultur waren von einer 
welligen, grauen Schicht iiberzogen, die eventuell mit den von PrEnNnig 
(1958) beschriebenen extracellulaéren Schleimsubstanzen, identisch ist. 

b) Querwandbildung konnte festgestellt werden. Wie Abb.3 zeigt, 
gehen die Septen aus den zweischichtigen Zellwainden kontinuierlich 
hervor und unterscheiden sich in morphologischer Hinsicht nicht signi- 
fikant von, diesen. 

c) Es wurden Zellen gefunden, die sehr dicke (50—80 my), anscheinend 
vielschichtige Wande besaBen (vgl. Abb.5b). Die Frage, ob es sich dabei 
um Sporen oder ahnliche Dauerformen handelt, mu8B offengelassen 
werden. 

d) Im Stadium der Rhodomycinbildung war ein groBer Teil der Zellen 
von kleineren und groBeren Vacuolen erfiillt, deren Durchmesser 
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maximal etwa 500 my betrug, und die von deutlich erkennbaren ein- 
schichtigen, 3—4 my dicken Membranen begrenzt wurden. Die chromo- 
somalen, Faden waren meist dicht an deren AuBenseiten angelagert. Die 
Zelldicke wuchs mit zunehmendem Vacuolengehalt (maximal etwa wie 
in Abb. 4). 

e) In einigen Fallen wurden. Strukturen erkennbar, die den von 
Nixnowrrz (1958) als Mitochondrien bezeichneten Gebilden ahneln 
(vgl. Abb. 2b u. 3). DaB es sich dabei um Kappenschnitte von 
Vacuolen handelt, ist unwahr- 
scheinlich. 

SchlieBlich ist zu erwahnen, 
daB die Zellen nach Fixieren 
in Gegenwart hoher Kochsalz- 
Konzentrationen (2,55°/) plas- 
molyseartige Erscheinungen 
aufwiesen. Einen Eindruck 
hiervon vermittelt Abb.7, die 
ein Praparat darstellt, das vor 
der in hypertonischer Lésung 
erfolgten OsO,-Fixation be- 
reits 1,5 Std bei37° C mit Lyso- 
zym (Verd. 1 :10*) in2,55°/jiger 
Kochsalzlésung vorbehandelt 
war. Die Zellwainde wurden 
hierbei in nicht eindeutig er- 
kennbarer Weise verandert. 

Romano u. SoHLER (1956) 
gelang es, mit Hilfe einer an- 

Abb. 2¢ deren, Methode die Zellwande 

von Streptomyces fradiae, gri- 

seus und bobiliae durch Lysozym zu lysieren. Versuche, das Verfahren 

dieser Autoren fiir die vorliegende Arbeit nutzbar zu machen, wurden 

nicht unternommen, da sich bereits gezeigt hatte, wie groB die durch die 

osmotischen, bzw. lytischen Wirkungen bedingten Abweichungen von 
der zunichst interessierenden Normalcytologie sind. 


Diskussion 
Die Tatsache, daB Streptomycetenzellen im Verlauf der Kultur- 
entwicklung betrachtlichen Verdénderungen ihres morphologischen Auf- 
baues wie auch ihrer chemischen Zusammensetzung unterworfen sind, ist 
bereits seit einiger Zeit bekannt. 
PROKOFJEWA-BELGOWSKAJA u. DEMJANOWSKAJA (1957) sprechen von 
zwei aufeinanderfolgenden Phasen der Entwicklung des Streptomycin 
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Abb,3, Zellen aus 4 Tage alter Schiittelkultur. OsO,-Bichromat-Fixation. S Septum 
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Abb.4. Zellen aus 4 Tage alter Schiittelkultur. Stark vacuolisiert. Os0,-Bichromat-Fixation 
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Abb.5. Zellen aus 4 Tage alter Schiittelkultur. Formol-Fixation. a Verzweigungsstelle; b Zellen mit 
stark verdickten Zellmembranen 
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bildenden Actinomyces globisporus streptomycini Kras. (unter Fermenter- 
bedingungen) — einer Phase rascher Mycelbildung und einer an- 
schlieBenden Fermentationsphase. In der ersten dieser Phasen stellten die 
Autorinnen starke Basophilie und hohen RNS1-Gehalt eines homogenen 
Plasmas fest, das zunachst keine, spater nur schwache Feulgen-Reaktion 
gab und, wie DEMJANOWSKAJA U. BELOSERSKIS (1954) mitteilten, anfangs 


Abb. 5b 


auch keine nachweisbaren Thymin-Mengen, dafiir aber eine unbekannte 
Pyrimidin-Base enthielt. In der zweiten Phase, die durch Verlangsamung 
des Mycelwachstums und Verringerung des RNS-Gehaltes des Mycels 
gekennzeichnet war, erfolgte eine lichtmikroskopisch deutlich erkennbare 
Differenzierung des jetzt schwacher basophilen Zellinhaltes. In auffalliger 
Weise traten feulgenpositive Bezirke hervor, die sich mit Methylgrin- 
Pyronin nicht griin, sondern purpurn auffarbten. Hieraus wurde auf 
gemeinsame Lokalisation von RNS und DNS geschlossen, zumal die 
Farbreaktion nach Ribonuclease-Behandlung schwacher ausfiel. 

Ein Stamm mit nur schwachem Streptomycinbildungsvermégen blieb 
in der zweiten Entwicklungsphase stark basophil und zeigte ,,Meta- 
chromatin‘*-Reaktion. 

Ganz entsprechende Verhiltnisse beobachteten Saizbwa u. ORLOWA 
(1959) bei dem Oxytetracyclin bildenden Actinomyces rimosus. Nach 


1 — Ribonucleinsiure; DNS = Desoxyribonucleinsiure. 
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ihren Angaben ist ein nahezu vollstandiges Verschwinden des anorga- 
nischen Phosphats des Nahrmediums Voraussetzung fiir den Ubergang 
von der ersten zur zweiten Entwicklungsphase. 


Abb.6. Zellen aus 4 Tage alter Schiittelkultur. Formol-Fixation 
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PROKOFJEWA-BELGOWSKAJA u. PopowAa (1959) erzielten mit Hilfe 
iiberhéhter Phosphat-Dosen bei Actinomyces aureofaciens Uberproduk- 
tion an Nucleinsauren, unvollstandigen Ubergang in die zweite Entwick- 
lungsphase, bleibende Basophilie und erhebliche Verringerung der 


Abb.7. Zellen aus 6 Tage alter Schiittelkultur. Lysozym-Behandlung in 2,55°/, NaCl, 
Os0,-Bichromat-Fixation 


Chlortetracyclinbildung. Bei Feulgenfarbung fanden sie im Mycel der 
zweiten Entwicklungsphase ,,Nucleoide von 0,1—0,6 u Durchmesser 
; Der Gedanke an die gréBenordnungsmaBig vergleichbaren Vacuolen, 
iiber die in der vorliegenden Arbeit berichtet wurde, liegt hier nahe 
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Elektronenmikroskopisch wurden ahnliche Vacuolen bereits bei Spirillen 
(NrKLowrrz u. Drews 1955; CHapMaN u. Krou 1957) und bei Myco- 
bakterien (Hirscn, Carranzo u. Macernt 1959 u.a.) beobachtet. 
Kwayst (1959) konnte bei lichtmikroskopischer Untersuchung der 
»Granula‘‘ von Mycobacterium thamnopheos diese als Volutin und als 
dessen Bestandteile Polyphosphate und RNS identifizieren. Nach Ent- 
fernung dieser Stoffe stieB8 er auf feulgenpositive Substanzen und schloB 
daraus, die ,,Granula‘ seien die eigentlichen Zellkerne der Mycobakterien. 

Die Frage, ob es sich bei dem Vacuoleninhalt des Testorganismus der 
vorliegenden Arbeit um Volutin handelt, bleibt noch zu entscheiden. 
Sollte sie — was wahrscheinlich ist — zu bejahen sein, so lieBen sich 
vielleicht aus der beobachteten engen Nachbarschaft von DNS-Faden 
und Vacuolen die Angaben der zitierten Autoren tiber das eigenartige 
cytochemische Verhalten des ,,Volutins‘‘ weitgehend erklaren. 

Das elektronenmikroskopische Bild der Ultradimnschnitte von Strepto- 
myces purpurascens unterscheidet sich, soweit sich das an Hand des vor- 
liegenden Materials beurteilen 1aBt, wesentlich von dem der von HaGE- 
DORN (1959) ver6ffentlichten Praparate von Nocardia corallina (Bergey 
et al.). Es mag dies eine Bestatigung der von CuMMINS u. Harris (1958) 
vertretenen, Auffassung sein, wonach zwischen Streptomyces- und Nocar- 
dia-Arten keine direkten natiirlichen Verwandtschaftsbeziehungen be- 
stehen. 


Zusammenfassung 


Zellmaterial des Rhodomycinbildners Streptomyces purpurascens 
Lindenbein, Stamm P 2a, wurde nach verschiedenartiger und unter- 
schiedlich langer Vorkultur unter Anwendung mehrerer Fixierungs- 
methoden in Form von Ultradiinnschnittpraparaten elektronenmikro- 
skopisch untersucht. 

Es wurden 2 unterschiedliche Zelltypen beobachtet: Zellen, die nur 
ein fein granuliertes graues Plasma zu enthalten schienen und — aus 
dem Stadium der Rhodomycinbildung stammende — Zellen mit einer 
Reihe scharf umrissener Innenstrukturen. 

Die beobachteten Zellelemente werden beschrieben und. bildlich dar- 
gestellt. Ihre Dimensionen, werden bestimmt. 

Das Ergebnis der Arbeit wird an Hand der einschlagigen Literatur 
diskutiert. 


Herrn Professor Dr. A. Rrppet-Baupss danke ich fiir die Erméglichung der vor- 
liegenden Arbeit wie fiir seine stete Anteilinahme. 

Fiir die Einfiihrung in die Methodik und fiir die Herstellung der Aufnahmen 
danke ich Herrn Dr. F. W. ScHiote sowie Herrn K. Kran. Viel freundliche 
Unterstiitzung hat meine Arbeit auch durch Fraulein G. FOcu erfahren. 

Der Akademie der Wissenschaften zu Gottingen sei fiir personelle und sachliche 


Zuwendungen gedankt. 
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Physiological and Biochemical Studies on Egyptian 
Fresh Water Algae 


(V) Growth and cell proteins of Chlorella ellipsoidea as influenced 
by culture conditions 


By 
Ezz ELDIN M. TAHA and ABDELAZIZ M. ALLAM 


With 5 Figures in the text 
(Eingegangen am 15. Juni 1959) 


In the previous parts of this series (Tawa et al. 1957, 1958) the potentia- 
lity of some Egyptian unicellular algae for protein synthesis was assayed. 
A strain of Chlorella ellipsoidea was found to build large amounts of 
proteins. The influence of some environmental conditions on the protein 
formation was also investigated (TaHa et al. 1958). As it was also in- 
tended to study the nature and amino acid composition of the algal 
proteins, on culturing the organism under the most favourable con- 
ditions for growth and protein synthesis, it was rather of interest there- 
fore to study the protein synthesis by the algal cells as influenced by 
the various physiological conditions including the culture age and the 
nature or concentration of the main nutritive constituents of the medium 
as a prelude to determine the most favourable conditions for growth 
and protein formation. 

Methods 


1. The organism (Chlorella ellipsoidea) was cultured in 5 L. round flat bottom 
flasks each containing 2 L. of a basal nutritive solution of the following composition: 
KNOs;, 2.525 g./L.; KH,PO,, 0.2 g./L.; MgSO,. 7 H,O, 0.1 g./L.; Ferric citrate, 
4—5 drops/L.; micro elements 1 ml. of Arnon 4 solution/L. (Arnon 1938). The 
light intensity on the surface of the culture flasks was 4000 Lux. The incubation 
temperature was 30° C. The initial py value of the medium was 7, a current of 
air fortified with 1°/, CO, was passed through the culture flasks. The growth period 
was 15 days after which the algal cells were harvested and washed several times by 
centrifugation. 

2. The dry weight was taken as criterion for growth. Samples of the algal cul- 
tures, taken for the dry weight estimation, were transferred into gooch crucibles 
provided with well washed asbestos pads, and then filtered by suction, washed 
several times with bidistilled water, heated at 95° C. for 1/, an hour and then dried 
till constant weight at 60° C. The method was also used by Link and ToTincHam 
(1928) and Prarsaty and WriautT (1930). 
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3. The total nitrogen was estimated by microkjeldahl method using Markham 
distillation apparatus (MarKHAM 1942). The soluble nitrogen was estimated by 
the method used by Merrerr (1952) based on the original method of Vorr (1922). 

The crude protein content was calculated as: (Total nitrogen content—soluble 
nitrogen content) 6.25. 


Experimental results 


a) Effect of culture age (Tablel, Fig. 1) 

The algal yield as well as the protein formation was followed during 
a growth period of 25 days. The dry weight, total nitrogen and soluble 
nitrogen, contents of the algal cells were recorded at definite selected 
intervals. 

After the exponential phase of growth the total nitrogen content of 
the algal cells increased with increase of growth time reaching an opti- 
mum at about the 10th day after which it showed a decline with increase 
of the culture age. 

The soluble nitrogen behaved reversibly i.e. it began to decrease after 
the exponential phase of growth till it reached a minimum value on the 


Table 1. The total nitrogen, soluble nitrogen and protein content of Ch. ellipsoidea 
(in percent of the dry weight), as influenced by the culture age 


Culture age | Algal yield Total Soluble Insoluble | Protein | Protein yield 
in days mgms./L. nitrogen nitrogen nitrogen content mgms./L. 
6 175 8.65 1.10 7.55 47.19 82.58 
10 293 9.43 >| 0.57 8.86 54.38 159.32 
14 390 9.15 0.55 8.60 53.75 209.63 
20 520 8.75. | 0.70 8.05 | 50.37 261.63 
25 580 8.33 0.91 | 742 | 46.38 268.98 


10th day and remained more or less constant for some time and then 
increased gradually with further increase of time. Similar relationship 
was also obtained when the soluble nitrogen was expressed as a per- 
centage of the total nitrogen. 

This result is, however, in contrast with that obtained by FowpDEN 
(1951) who found that the soluble cell nitrogen of Chlorella vulgaris when 
expressed as percentage of the total cell nitrogen, remained fairly con- 
stant during the whole period of growth studied. 

The calculated values of the cell protein content indicated that the 
protein formed about 47°/, of the cell dry weight at the early stages of 
growth (6 days). The protein content slightly increased by the increase 
of the culture age reaching an optimum of about 55°/, on the 10th day, 
after which the protein content gradually decreased with further in- 
crease of the culture age. 


pall i te ie 4 
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FowbeEn (1951) on the other hand found that the protein content of 
the cells of Chlorella vulgaris during the exponential phase of growth 
amounted to about 30°/, of the dry weight. During the later stage of 
growth the total cell nitrogen content decreased to about 2/3 of its former 
value. 


b) Effect of the total molarity (Table 2, Fig. 2) 


The study of the effect of the total molar concentration of the salt 
constituents of the nutritive medium on the growth as well as the 
protein content of the cells was approached by the preparation of a 
_ series of medium modifications in which the molar concentration of the 
original medium was varied between 600 
1/64 and 5 times that of total molar 


concentration of the original medium. 400 
The algal growth rate showed a 
200 


gradual increase with the increase of 
the experimental total molar concen- 
tration till it reached an optimum 
in the neighbourhood of 0.0134 m/L. : ; 

: 1 Fig. 1. The algal and protein yields (in 
1.€. ie of the total molar concen- mgs./L.) of Ch. ellipsoidea as influenced 
tration of the salts originally present — Py the culture age. (upper) Algal yield, 
fs C , (lower) protein yield 

in our basal medium. Further in- 

crease of the experimental total molar concentration was accompanied by 
a gradual decrease in the growth rate. At the higher experimental con- 
centrations (between 0.537—0.1342 m/L.) the organism did not show, 
however, marked sensitivity to the variation of the total molar concen- 
tration. 


Dry weight in mg/\ 


a 10 Ql abl FA) 
Culture age in days 


Table 2. The growth of Ch. ellipsoidea (as indicated by the dry weight in mgms./L.) 
as influenced by the variation of the total molar concentration of the culture medium 


Total molar concentration per litre 


Time in 2 

days 0.1342 | 0.0805 | 0.0537 | 0.0268 | 0.0134 | 0.0034 | 0.0017 | 0.0008 | 0.0004 
5 pens BoP") orl we 
7 15} 20-+ 20° | 20 | 7 | 30 | 15 | 12 | 10 
10 BO ee BO) gee | 150 toe ro” 80 | a0 
12 145 | 145 | 150 | 155 | 220 | 155 | 130 | 110 | 85 
14 200 | 225 | 227 | 235 | 200 | 225 | 200 | 165 | 150 
16 245 | 250 | 270 | 287 | 337 | 260° | 225 | 205 | 155 


The few works found in the literature reported different optimum salt con- 
centrations for the growth of different species or different strains of the same 
species. Thus Prarr and Fone (1940) for example reported an optimum at a con- 
centration of 10,000 P.Pm. for Chlorella, while Cuu (1942) had given an optimum 
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of about 100 P.Pm. for Pediastrum. The wide range of adaptation of different 
algae to total salt concentration is expected owing to the diversity of the habitat 
of these organisms. 

At the higher molar concentration the growth of the organism was 
initially very weak and the exponential phase of growth lasted a longer 
period as compared with that of the medium containing low molar 
concentration. 

The total nitrogen as well as the soluble nitrogen content of the cells 
increased with the increase of the total molar salt concentration reaching 
an optimum at a concentration of about 0.0537 m/L. (i.e. double of that 


Total Nitrogen. 
2 O <4 | = o 
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Nitrogen Content/ 
as percentage of the ary weight 


Total Molar Concentration ia mM /1 


Fig. 2. The total nitrogen, soluble nitrogen and protein content of Ch. ellipsoidea (in percent of the 
dry weight), as influenced by the variation of the total molar concentration of the medium 


present in the basal medium). Above this concentration further increase 
in the total molar concentration—within the experimental limits— 
seems to have no appreciable influence on the nitrogen content of the cells. 

The calculated protein content of the algal cells consequently showed 
an increase with the increase of the molar concentration of the salts of 
the medium, reaching an optimum of about 47°/, at a concentration of 
0.0537 m/L. At higher experimental ranges the variation of the total 
molar concentrations seems not to affect the protein content of the cells. 


The nature of the nitrogen source (Figs. 3, 4) 


To study the effect of the nature of the nitrogen source on the growth 
and protein production by our experimental organism, the potassium 
nitrate of the basal medium was replaced by nitrogen equivalent amounts 
of urea, ammonium chloride or ammonium nitrate. The results obtained 
indicated that potassium nitrate secured best growth and _ highest 
protein, content. Urea was also found to be favourable for algal growth 
and protein synthesis. The ammonium salts, on the other hand, were 
found to be less suitable. 

The influence of the nature of the nitrogen source of the medium on 
the growth of the organism may be correlated with the change in the 
hydrogen ion concentration of the medium during growth. 
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In the potassium nitrate medium the pg value increased during the algal 
growth and the final pq reached was 7.5 (Fig.4). The increase in the PH 
attending nitrate absorption may be attributed to exchange of nitrate 


and hydroxyl ions or to 
simultaneous penetration 
of H+ and NO,- as an 
ion pair. 

The po value of the 
urea medium was not 
appreciably changed 
throughout the growth 
period. The final pq was 
found to be 6.5. 


In the ammonium 
chloride medium the py 
value decreased during 
the growth period and 
reached finally py 4.5. 
This may be attributed 
to the preferential ab- 
sorption of the NH,*. 


On using ammonium 
nitrate, a gradual decrease 
in the pq value was also 
recorded during the algal 
growth. This may be 
partly explained by assu- 
ming that ammonium ions 
were preferentially absorb- 
ed. Similar results were 
obtained by Wann and 
Hopkins (1927), Prar- 
SALL (1940), Eny (1949), 
OSTERLIND and MILNER 
(1949), SpozHR and Mrr- 
NER (1949), SPoEHR(1951). 
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Fig. 3. Algal and protein yields in (mgs./L.) of Ch. ellip- 


soidea, when cultured in medium modifications with 
different nitrogen sources 
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Fig.4, Changes in pa value accompanying growth of 

Ch. ellipsoidea, when cultured in medium modifications with 

different nitrogen sources. A KNO;; B Urea; C NH,NO,; 
D NH,Cl 


On studying the influence off the pq value of the medium on the 
growth of the organism it was found that optimum growth occured at 
neutrality point and fell of as the solution became more acidic or more 


alkaline (Tana et al. 1957). 


The more suitability of the potassium nitrate medium for the growth 
of the experimental organism may be therefore correlated with the 
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previously mentioned result. The pa value of the latter medium lay, 
throughout the growth period, in the neighbourhood of the optimum px 
value of the algal growth. 


Effect of the nitrate concentration (Table 3, Fig. 5) 


To study the effect of the concentration of potassium nitrate on the 
growth and protein content of Chlorella ellipsoidea the organism was 
cultured on different media in which the concentration of the nitrate was 
varied between, 0.0395 gm. and 12.6250 gms./L. 


weight 
Ss 


Mitrogen Content/ 


as percentage of the ary 
DS - &@ &® 


Soluble Ne 
[ne ae 5 ae RT Gn Oe tame, ay 
KNO3 Concentration in g/l 


Fig.5. The total nitrogen, soluble nitrogen and protein content of Ch. ellipsoidea (in percent of the 
dry weight), as influenced by the variation of the potassium nitrate concentration 


The data obtained indicated that the organism showed an optimum 
growth rate at a potassium nitrate concentration of 1.2625 g./L. At 
the higher experimental concentrations the algal growth seemed to be 
almost independent of the variation of the potassium nitrate con- 
centration. 


Table 3. The growth of Ch. ellipsoidea (as indicated by the dry weight in mgms./L.), 
as influenced by the variation of the potassium nitrate concentration 


mine in Potassium nitrate concentration in gms./L. 


days 12.6250] 7.5750 | 5.0500 | 2.5250 1.2625 | 0.6313 | 0.1578 | 0.0789 | 0.0395 
5 | eater te gg e agente nice Sr toememee 
is. | 20°) 90° ™beSa" ps0 | ST eeeO Poon 
9 75 | 85 | 85 | 90 | 120 | 90 | 65 | 50 | 45 
i | 165 | 180 | 180 | 180 | 230 | 170 | 100 | 80 | 60 
13 260 | 260 | 260 | 260 | 285 | 260 | 175 | 140 | 100 
15 310 | 310 | 310 | 310 | 340 | 290 | 215 | 190 | 145 


The total nitrogen content of the cells showed also an optimum in the 
neighbourhood of potassium nitrate concentration. of 1.2625 gm./L. As the 
concentration, decreased below the optimum the total nitrogen content 
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of the cells showed also a decrease and such decline in the total nitrogen 
content was sharp at the lower experimental concentrations (between 
0.0395 and 0.1578 g./L.). At the higher experimental concentrations the 
_ total nitrogen content was not appreciably affected by the variation of 
the nitrate concentration. 

The soluble cell nitrogen also increased with the increase of the experi- 
mental nitrate concentration reaching an optimum at a concentration 
of 1.2625 gm./L. above which it slightly decreased with further increase 
of the potassium nitrate concentration. 

The calculated protein content consequently showed an optimum of 
- about 50°/, at a nitrate concentration of 1.2625 g./L. At the lowest nitrate 
concentrations the protein content was very low and amounted only to 
16.8°/,. At the higher experimental concentrations the protein content. 
was not, however, appreciably influenced by the variation of such con- 
centrations. 


Conelusion 


The previously mentioned results concerned with the influence of some 
of the culture conditions on the growth and cell protein content of 
Chlorella ellipsoidea indicated that the cell protein content was greatly 
influenced by the variation of such conditions. Similar conclusions were 
drawn by SpoEHR and MILNER (1949), KetcHum and REDFIELD (1949), 
MiLner (1953), Merrertr (1952—1956) and Fowpen (1951). Reviewing 
the results elucidated here and in previous parts (Tawa et al. 1957, 1958) 
the most favourable conditions for growth and highest protein yield by 
the experimental strain of Chorella ellipsoidea could be summarised in the 
following: Temperature 30° C; light intensity 13,000 Lux; py 7; total 
molar salt concentration of the medium 0.0134 m./L.; the chemical com- 
position of the medium: KNO, 1.2625 g.; KH,PO, 0.1 g. MgSO, -7H,O 
0.05 g.; Ferric citrate 4—5 drops; trace elements, 1.0m]. Arnon 4 solu- 
tion/L. A current of air fortified with 1°/, CO, bubbled in the culture 
solution. 

Summary 


The influence of some culture conditions on the growth and protein 
synthesis by an Egyptian strain of Chlorella ellipsoidea was investigated. 
It was established that the protein synthesis by this organism was greatly 
influenced by the variation of such conditions. It was possible to de- 
termine the most favourable conditions for growth and protein synthesis. 
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Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Karl-Marx- Universitat Leipzig 


Zur Kenntnis von Cephalosporium gordoni 
nov. spec. = Allescheria boydii Shear, 1922; Stamm 1699 
(Dr. A. Cury) 


II. Mitteilung 
- Beitrage zur Strukturanalyse des neu isolierten Pilzfarbstoffes Rubacin 


Von 
DIETRICH MUCKE und RENATE OBENAUS 


Mit 6 Textabbildungen 
(Hingegangen am 2. Juli 1959) 


Wie aus den Arbeiten verschiedener Autoren bekannt ist (VILLELA u. 
Cury 1950, Micke 1955, Gorpon 1957), produziert Cephalosporium 
gordoni nov. spec. (C. gord.) = Allescheria boydw (All. b.) Shear 1922; 
Stamm 1699 (Dr. A. Cury) ein rotes Mycelpigment, dessen optimale 
Synthesebedingungen wir beschrieben haben!. Uber die Darstellung des 
Farbstoffes und strukturanalytische Untersuchungen soll im folgenden 
berichtet werden. 

Die Isolierung eines kristallinen Mycelpigmentes aus All. b. 1699 
beschrieben 1950 bereits ViLLELA u. Cury. Das UV-Absorptions- 
maximum des von den Autoren untersuchten Farbstoffes ist mit dem 
des Rubacins identisch. Jedoch weist die hohe Differenz der gefundenen, 
Schmelzpunkte (siehe 8. 403) auf die ungeniigende Reinheit des von 
VILLELA u. Cury isolierten Praparates hin. Unter diesen Bedingungen 
muB8 das Vorliegen einer echt kristallinen Substanz zweifelhaft er- 
scheinen. Mikroanalytische Daten des fraglichen Stoffes oder seiner 
Derivate sind nicht bekannt. 


I. Darstellung des Rubacins 


Fiir die rationelle Anzucht des Mycels zur Farbstoffgewinnung wurde die 
fiir die Kultur von All. b. 1699 genannte Methodik (vgl. 1. Mitt. dieser Arbeit) etwas 
modifiziert: Asparagin als Stickstoffquelle wird durch Glutaminsaure ersetzt und 
die Nahrlésung mit 2n NH,OH auf py 4,8 eingestellt. Als C-Quelle geniigen fiir 
15 Wachstumstage 2°/, Glucose. Die Nahrlésung hat daher folgende Zusammen- 
setzung : Glucose (DAB 6) 20 g; u-Glutaminsaure 2,5 g; MgSO,:7H,0 0,5 ¢;KH,PO, 
1,5 g; Biotinlésung (vgl. 1. Mitt.) 2,0 ml; Spurenelementlésung (vgl. 1. Mitt.) 1,0 ml; 
Aq. dest. ad 1000 ml. 


1], Mitt.: Arch. Mikrobiol. 88, 283 (1959). 
27* 
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Die Bebriitungstemperatur wird so gewahlt, da nach spatestens 10 Tagen 
das unterseits kraftig rot gefarbte Mycel geerntet werden kann (26° + 1°C). Als 
KulturgefiBe werden die in der Bakteriologie haufig verwendeten Roux-Flaschen 
benutzt. Die Roux-Flaschen werden zweimal mit heiBem Leitungswasser gespiilt 
und mit mullumhiilltem Zellstoffstopfen verschlossen. Man entkeimt zweimal im 
Abstand von 24 Std je 1 Std im Dampftopf bei 100° C und fiillt etwa 60—70 ml 
Nahrlésung in die KulturgefaiBe. Jede Flasche wird darauf mit 0,5 ml Sporensuspen- 
sion vonC. gord. beimpft, rasch mit dem Zellstoffstopfen verschlossen und bei 25—27° C 
Raumtemperatur aufgestellt. Nach 48 Std wird die Nahrlésung mit den inzwischen 
gebildeten Mycelflocken durchgeschiittelt, ohne jedoch Fliissigkeit an den Stopfen 
zu spritzen. Dadurch werden diffusionsarme Raume, die um die ausgekeimten 
Sporen entstehen und die vollkommene Ausnutzung der Nahrstoffe verhindern, 
beseitigt. Nach dem Schiitteln werden die Flaschen etwa 15 min senkrecht aufgestellt 
und danach flach neben- und iibereinander gelegt. Daraufhin bildet sich am 5. Kultur- 
tag eine geschlossene, unterseits rot gefarbte Myceldecke, die nach 7-, spatestens 
10tagiger Kulturdauer geerntet werden kann. Die Mycelien werden auf einer Nut- 
sche abgesaugt und bei 105° C getrocknet. Die Ausbeute aus 100 Roux-Flaschen 
betragt unter den angegebenen Bedingungen 60—80 g, durchschnittlich 70g 
Trockenmycel. 


Zur Extraktion des Rubacins aus dem Trockenmycel benutzten 
VILLELA u. CurY 2°/,ig salzsaures Athanol, das sich fiir die quantitative 
Extraktion des Farbstoffes bewahrte. Doch gelang es uns trotz mehr- 
facher verschiedenartiger Reinigungsversuche nicht, den Farbstoff aus 
dem Athanol-HCl-Extrakt rein darzustellen. — Beim Priifen weiterer 
Extraktionsmittel zeigte sich, da8 nur saure Lésungsmittel den Farb- 
stoff quantitativ aus dem Mycel herauslésen. Als das beste Extraktions- 
mittel erwies sich Hisessig. Um méglichst wenig Lipoide mit zu extra- 
hieren, wurden vor der Farbstoffextraktion die Fette extrahiert. 


25 ¢ Trockenmycel werden mit 250 ml Petrolather (Sdp. 30—50° C) im Soxhlet 
12 Std extrahiert. Das lufttrockene Mycel wird anschlieBend 12 Std mit 500 ml 
Hisessig extrahiert und der kalte Extrakt mit 3facher Menge Athylather versetzt. 
Dabei fallt der Hauptanteil der Huminstoffe als graubrauner voluminoser Nieder- 
schlag aus. Der Niederschlag wirdim Faltenfilter mit Ather bis zur Farblosigkeit des 
Filtrates nachgewaschen. Die klare Filtratlésung wird auf 5 Scheidetrichter verteilt. 
Zu 1 Teil der Lésung werden 1 Teil Ather + 2 Teile Wasser gegeben und die 
Schichten nach kurzem Ausschiitteln getrennt. Die Unterphasen werden im Sinne 
einer Gegenstromverteilung noch weitere 5 Male mit Ather ausgeschiittelt. Der 
Farbstoff geht dabei nahezu quantitativ in die Ather-Hisessig-Phase tiber. Die was- 
ser- und siureléslichen Extraktionsanteile bleiben in der Wasser-Eisessig-Phase 
zuriick. Nach sechsmaligem Ausschiitteln werden die Unterphasen verworfen und 
die Oberphasen zur Entfernung essigsaureldslicher Nicht-Farbstoffanteile sechsmal 
mit Aq. dest. ausgeschiittelt. 

Die Verteilung im System Ather-Wasser kann nicht beliebig oft wiederholt 
werden, da die Loslichkeit des Farbstoffes im Ather durch Entzug der Essigsiure 
rasch abnimmt. Sobald sich an der Phasengrenze Suspensionen ausbilden, die eine 
saubere Phasentrennung erschweren, wird die Verteilung beendet. Die vereinigten 
Oberphasen werden nun durch trockene, harte Faltenfilter filtriert und der Ather auf 
dem Wasserbad, der Essigsiurerest bis auf wenige Milliliter zuletzt im Vakuum 
(12 mm Hg) abdestilliert. Zugabe von 100 ml reinem Ather (DAB 6) fiihrt nach 
kurzer Zeit zum Ausflocken des dunkelfarbenen, amorphen Rubacin-Rohproduktes. 
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Dieses wird nach mehrstiindigem Stehen auf einer G4-Fritte abgesaugt und mehr- 
mals mit Ather nachgewaschen. — Ausbeute: 200 mg Rubacin-Rohprodukt. 

Zum Umkristallisieren des Rohproduktes, das noch 10—15°/, Verunreinigungen 
enthalt, erwies sich nach zahlreichen Versuchen Athylacetat am besten geeignet. 
Die bei Raumtemperatur farbstoffgesattigte Athylacetatlésung wird im Vakuum 
(12 mm Hg) bis zur be- 
ginnenden ‘Triibung  einge- 
engt und in der Kalte 
stehen gelassen. Nach einigen 
Stunden wird der kristalline 
Farbstoff mit einer G4-Fritte 
abgesaugt und getrocknet. — 
Ausbeute aus 200 mg Roh- 
produkt: 50 mg Rubacin. 
Smp. > 350°C (VILLELA u. Abb. 1. 

Cury 1950, geben einen Smp. Debye-Scherrer-Aufnahme des Rubacins. Co/Fe-Strahlung 
von 131° C an). 

Zur Kontrolle seiner Rein- 


heit wird wenig Rubacin in ee a5 é 
Chloroform gelést und ein & ee 
: 


Tropfen der Lésung papier- £ cil 
~d - 


chromatographisch — unter- 
sucht. Im Gegensatz zum 
Hisessigextrakt und zum 
Rubacin-Rohprodukt hinter- 
bleibt kein gefarbter Start- 
fleck. Der Rr-Wert von Ruba- 
cin (Toluol, aufsteigend, 
2 Std, 22° C, Papier: Schl. & 
Sch. 2043b gl) betragt 0,77 + 
0,05. — Die von Taxrpo 1956 
fir Anthrachinonfarbstofte 
angegebenen Lésungsmittel- 
systeme eigneten sich nicht 
fiir die Chromatographie VON Abb.2. Rubacin-Kristalle im polarisierten Licht. Polarisations- 
Rubacin; dies ist auf Grund winkel 55°; Vergr. 40x6,3; Bel. 60 sec; Zeif-Lumipan, 
seiner Léslichkeitsverhaltnisse Exakta-Varex 

yverstandlich (siehe unten). 

Den physikalischen Beweis fiir die Reinheit des isolierten Produktes erbrachte 
die Debye-Scherrer-Aufnahme, die, mit Co/Fe-Strahlung aufgenommen, klare Inter- 
ferenzbilder zeigte (Abb.1) und das scharfbandig gezeichnete Infrarotspektrum des 
Rubacins (Abb.3). 


Il. Eigenschaften des Rubacins 

Rubacin kristallisiert in purpurroten, mikroskopisch erkennbaren 
Nadeln (Abb.2), die bis 350° C keinen Schmelzpunkt haben. Charak- 
teristisch ist seine Unldslichkeit in Wasser, reinem Athylather und 
Petrolither. In Sauren (z.B. Hisessig, konz. Schwefelsdure) ist 
die Léslichkeit sehr gut, ebenso in Pyridin, Aceton, Chloroform und 
Tetrahydrofuran. Sauren lésen Rubacin mit roter, basische organische 
Lésungsmittel mit violetter Farbe. Im Mycel wurden auch blaue 
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Farbtone beobachtet (in 3 Wochen alter Kultur mit Na-Glutamat als 
N- Quelle). Méglicherweise liegt im blauen Farbstoff das Rubacin in 
gebundener Form vor. Eine Ubersicht zu den Léslichkeitseigenschaften 
des Rubacins gibt Tab. 1. 


Tabelle 1. Léslichkeit von Rubacin in verschiedenen Lésungsmitteln 


Lésungsmittel Léslichkeit Lésungsmittel Léslichkeit 

Aceton oo Essigsaureathylester ante 
Athanol (96°/,) = Methanol a+ 
Ather — Methylsalicylat +++ 
Athylbenzol — Salzsaure (konz.) ++ 
Benzol + Schwefelsaure (konz.) +44 
Chloroform +++ Schwefelkohlenstoff + 
Cyclohexan _ Tetrachlorkohlenstoff + 
Dioxan ++ > Tetrahydrofuran ++ 
Hisessig ap ae Toluol ++ 

Zeichenerklarung: +++ =sehr gut léslich; ++ = gut léslich; + = maBig 
léslich; — = nicht léslich. 


Die von VILLELA u. Cury 1950 angegebenen Farbténe bei px 2,2 
(orange) und px 7,8 (gelb) konnen nicht bestatigt werden. 

FeCl,;-Reaktion auf phenolische OH-Gruppen in athanolischer 
Lésung positiv: Farbumschlag nach olivgriin. 

Reaktion mit Zink und konzentrierter Salzsaéure auf chi- 
noide Farbstoffe: Eine Lésung von Rubacin in konzentriertem HCl 
wird bei Zuftigen von Zink entfarbt. 


III. Beitrage zur Strukturanalyse des Rubacins 
1. Das Infrarotspektrum des Rubacins 

Im letzten Jahrzehnt haben IR-Spektren als Hilfsmittel bei der 
Strukturanalyse organischer Stoffe in zunehmendem Mae an Be- 
deutung gewonnen. Von der Moéglichkeit, die Strukturverwandtschaft 
verschiedener Verbindungen durch ihre IR-Spektren nachzuweisen, 
wird auch in der Analytik der Pilzfarbstoffe umfangreich Gebrauch 
gemacht (u.a. Nemn u. Ratsrrick 1957; SurpatTa 1956; Surpara, 
Murakami u. 'Taxrpo 1956). 

Das IR-Spektrum des Rubacins (Abb.3) sollte in erster Linie dazu 
dienen, in Verbindung mit der Mikroanalyse die Stoffklasse, ferner 
Substituenten und Substitutionstypen zu charakterisieren. Dariiber 
hinaus lieferte der Vergleich des Rubacin-Spektrums mit dem IR-Spek- 
trum eines Derivates noch wertvolle Hinweise zur Differenzierung 
zwischen Carbonyl- und CH-(Ring-)Schwingungen!. 


* Die IR- und UV-Spektren wurden im Institut fiir Organische Grundstoff- 
chemie der Deutschen Akademie der Wissenschaften, Leipzig, unter der Leitung von 
Dr. Grrrert mit einem 2-Strahl-IR-Spektralphotometer mit optischem O-Ab- 
gleich hergestellt. — Herrn L. Kripke danken wir fiir die Aufnahme der Spektren. 
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Das IR-Spektrum des Rubacins (Abb.3) zeigt folgende Haupt- 
absorptionsbanden : 


2,89 «4 = 3480 cm 1 (= K) 7,13 w = 1405 K 
3,41 4 = 2920K 7,33 [w = 1366 K 
b,8o0 = 1710K 7,7—7,8 « = 1300—1280 K 
6,084 = 1655 K 8,20 w = 1222 K 
6,214 = 1612K 8,76 jw = 1142 K 
6,36 wu = 1575 K 8,98 wu = 1115 Kk 
6,90 wu = 1452 K 9,60—9,80 w = 1044—1023 K 


~ Aus dem IR-Spektrum geht hervor, daB es sich bei dem Mycelfarbstoff 
um eine aromatische (CH-Valenzschwingungen bei 6,21 ~ = 1612 K), 
teilweise alkylsubstituierte (CH,/CH;-VS bei 6,904 = 1452 K und 
7,13 4 = 1405 K) Verbindung handelt. 

Die starke Absorption im Bereich von 5,8 u und 6,10 w bestitigt die 
chinoide Struktur des Rubacins. Die Bande bei 6,08 ~ = 1655 K ist fir 
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Abb.3. IR-Spektrum des Rubacins 


chelatgebundene CO-Gruppen eines Chinons charakteristisch (FLETT 
1948: Surpara 1956), wahrend die schwachere Absorption bei 5,85 ju 
— {710K das Vorhandensein einer weiteren, jedoch nicht chelat- 
gebundenen Carbonylgruppe wahrscheinlich macht. Die IR-Spektren 
anderer chinoider, hydroxylsubstituierter Pilzfarbstoffe, wie Skyrin 
(Surpata 1956), Rugulosin (Sarpata, MURAKAMI u. Takrpo 1956), 
Pachybasin (SurpaTa u. Takrpo 1955) und Atrovenetin (NEILL u. 
RatstricK 1957) sowie das des Actinomycetenfarbstoffes Granaticin 
(CorBaz u. Mitarb. 1957) zeigen ahnliche Verhaltnisse in diesem Bereich. 
Suipata (1956) deutet eine scheinbar geringfigige Absorption des 
Skyrins bei 5,95 ebenfalls als nicht chelatgebundene € = O-Bande. 
Frerr (1948) fiihrt die durch chelatgebundene CO-Gruppen_hervor- 
gerufene Bandenverschiebung aut den Einflu8 von a-substituierten, 
Hydroxylen zuriick, da deren H-Atom mit dem Sauerstoff der CO- 
Gruppe eine Wasserstoffbriickenverbindung eingeht. Nach JOSIEN u. 
Fuson (1953) kann dieser Effekt nur dann auftreten, wenn die OH- mit 
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der CO-Gruppe ein 6atomiges Ringsystem bildet. Das Phanomen erklart 
sich dabei durch die Resonanz der beiden mesomeren Zustande, die das 
Formelbild I zeigt. 


Formelbild I. H-Briickenbildung zwischen Chinon-C = 0-Gruppe und osubstiauley tena yee 


Charakteristisch ist ferner, da die OH-Absorption zwischen 3,10 u 
und 3,20 u chelatgebundenen OH-CO-Gruppen fehlt (FLerr 1948). 

Die C-O-Schwingung tertiarer Alkohole hingegen erscheint in normaler 
Intensitait, fiir den Fall des Rubacins bei 8,76 w = 1142 K. Die starke 
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Abb. 4. UV-Spektrum des Rubacins 


Bande bei 2,89 (= 3480 K) wird durch den Wassergehalt des als 
Aufnahmemedium verwendeten KCl hervorgerufen. 


2. UV-Spektren von Rubacin und Hexa-O-acetyl-rubacin 

Rubacin kann weiterhin durch seine Absorption im ultravioletten 
Bereich charakterisiert werden. Das UV-Spektrum (Abb. 4), auf- 
genommen, von einer 2,9-10-> molaren Dioxanlésung des Farbstoffes, 
zeigt 5 wesentliche Punkte: 


2750 A (= 36400 K) émax = 4,60 
3150 A (= 31700 K) Wendepunkt, « — 4,04 
4100 A (= 24400 K) eam = 3,41 
5200 A (= 19300 K) emax = 4,00 
7000 A (= 14300 K) émin = 3,00 


Kinen prinzipiell ahnlichen Verlauf hat auch das anschlieBend be- 
schriebene Spektrum des Rubacin-Hexaacetats (Abb.5), jedoch ist das 
Absorptionsmaximum im sichtbaren Bereich wegen der gelben Farbe des 
Acetats von 5200 A nach 4210 A verschoben. Fiir die Strukturanalyse 
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ist das UV-Spektrum des reduzierend acetylierten Rubacins bedeut- 
samer als das Spektrum des Farbstoffs selbst. BRocKMANN u. BUDDE 
(1953) fanden, da der Stammkohlenwasserstoff mehrkerniger Oxy- 
chinone durch reduzierende Acetylierung spektroskopisch identifiziert 
werden kann. Diese Methode wurde von den genannten Autoren an 
14 Acetoxy-Anthracenen gepriift. Dabei zeigte sich, daB die fiir 
Anthracene typische Gestalt der UV-Absorptionskurve in Acetoxy- 
anthracenen erhalten bleibt. Auf diesem Wege ist es méglich, ein 
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Abb. 5. 
UV-Spektren von: Hexa-acetyl-rubacin (J), Anthracen (JZ), Naphthalin (J77), Phenanthren (IV) 


verhaltnismafig einfach darzustellendes Derivat von Oxychinonen zur 
Charakterisierung ihres Grundgertistes auszunutzen. Das UV-Spektrum 
des reduzierend acetylierten Rubacins (zur Darstellung vgl. OBENAUS 
1958) gibt Abb.5 wieder; es besitzt folgende Charakteristika : 

2670 A (= 37400 K), log e = 4,58 

2690 A (= 33800 K), log e = 4,74 

3280 A (= 30400 K), log © = 4,05 

3340 A (= 30000 K), log e = 4,10 

3400 A (= 29400 K), log e = 3,92 

3470 A (= 28800 K), log ¢ = 3,88 

3580—3680 A (— 2790027200 K), log ¢ = 3,36 

4200 A (= 23800 K), log « = 3,89 

5000—6000 A (= 20000—16700 K), log e = 2,83 
Das Spektrum wurde in Dioxan bei einer Konzentration des Acetats 
von 1,377 - 10-> Mol/l aufgenommen. 

Die UV-Spektren der aromatischen polycyclischen Kohlenwasserstofte 

Naphthalin-Anthracen, Phenanthren und des ,,Halbaromaten” Peri- 
naphthen, sind zum Vergleich in Abb.5 dargestellt. 
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3. Analytische Daten des Rubacins 


a) Molekulargewicht und Summenformel 
Ciel ,0, beri. 0 62,799, H4,65 5:80 Sy ie Pie 
gef.: C 62,6°/,; H4,6%,; 0 32,6°/o; 
C 62,69/,; H4,7%,; 0 32,6%); 
C 62,99/,; H4,4%); 0 32,6°); 
Molgewicht, ber. (f. C,gH,0,): 344,3 
Molgewicht (Rast), gef. : 333 (Mittelwert aus 10 Best.). 


b) Struktur des Grundgeristes 


Unter Beriicksichtigung des IR-Spektrums (chinoides, aromatisches 
System) des UV-Spektrums, dem Ergebnis eines Versuches zur kata- 
lytischen Hydrierung des Farbstoffes (siehe 8. 410, keine H,-Aufnahme 
bei Atmospharendruck, daher keine aliphatischen Doppelbindungen), 
und der molekularen Proportionen kann fiir Rubacin ein tricyclisches 
chinoides Ringsystem angenommen werden. Spekulationen wurden 
hieriiber bereits angestellt (OBENAUS 1958), doch fehlt bis jetzt der Be- 
weis durch chemischen Abbau. Anthracen kommt wegen seines anders- 
artigen UV-Spektrums als Stammkohlenwasserstoff nicht in Frage. 

Die sich bereits in der Molekularformel und noch starker im che- 
mischen Verhalten ausdriickende Verwandtschaft des Rubacins mit 
den, Pilzfarbstoffen Herqueinon (Cy H,)0,) und Norherqueinon 
(C,gH,,0,) sowie Atrovenetin (C,,H,,0O,) wird durch den hohen 
Schmelzpunkt der 4 Substanzen noch unterstrichen. Auch die Tele- 
phorsaiure (K6éeL u. Mitarb. 1930), die ein Phenanthren-Grundgertist 
besitzt, zeichnet sich durch einen Schmelzpunkt > 350° C aus. Doch ist 
das von Neriiu. Ratsrrick 1957 als Grundgeriist des Herqueinons und 
Atrovenetins angenommene Perinaphthenon fiir Rubacin unwahrschein- 
lich, da es sich hier um ein Diketon handelt (2 Carbonylbanden im 
IR-Spektrum). Auf Grund der Molekularformel und der [R-Spektren ist 
fiir Rubacin das Vorhandensein einer C,-Seitenkette, die sowohl Her- 
queinon als auch Norherqueinon besitzen, wahrscheinlich. 


c) Analyse der Substitwenten 
Die Sauerstoffunktionen waren, qualitativ bereits weitgehend durch das 
IR-Spektrum festgelegt. Der aktive Wasserstoff wurde nach der Methode 
von ZEREWITINOFF bestimmt, die Oxymethylgruppen nach ZEISEL. 


Bestimmung des aktiven Wasserstoffs nach ZEREWITINOFF 

Aus apparativen Griinden muBte die Zerewitinoff-Bestimmung als 
Halbmikromethode (in: HouBpmn-Weryt 1953) mit einer Kinwaage von 
50 mg durchgefiihrt werden. Als Lésungsmittel wurde Toluol benutzt. 
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Es wurden 0,81°/, aktiver Wasserstoff gefunden (ber. fiir 3 aktive 
Wasserstoffatome : 0,878°/,). 

Da aus dem IR-Spektrum bekannt ist, daB die Verbindung keine 
Carboxylgruppe enthalt, ferner in ihr weder Stickstoff noch Schwefel 
vorkommen, kann die Zahl der gefundenen aktiven Wasserstoffatome 
mit der Zahl der Hydroxylgruppen in f-Stellung gleichgesetzt werden. 
«-Hydroxylgruppen reagieren aus Griinden sterischer Hinderung nicht 
quantitativ mit dem Grignard-Reagens. Hermann (1953) konnte im 
Aspergillorubin ebenfalls nur 2 von 3 OH-Gruppen durch die Zere- 
witinoff-Reaktion nachweisen und er nimmt an, da& die «-stiandige 
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Abb.6. IR-Spektrum des reduzierend acetylierten Rubacins 


OH-Gruppe nicht reagiert. Rubacin enthalt demnach 3 f-standige 
OH-Gruppen. Das Vorhandensein einer «-sténdigen Hydroxylgruppe 
hatte das IR-Spektrum eindeutig erwiesen, so daB 4 Hydroxylgruppen 
resultieren. Den Beweis erbrachte die reduzierende Acetylierung, die 
ein Hexaacetat liefert, das jedoch — infolge von Mischacetatbildung — 
noch nicht analysenkonstant gewonnen werden kann. — Smp. der (kennt- 
lich am IR-Spektrum) am weitestgehend acetylierten Fraktion: 245° C. 

Das IR-Spektrum des reduzierend acetylierten Rubacins ist in Abb. 6, 
das UV-Spektrum in Abb.5 wiedergegeben. Das IR-Spektrum zeigt 
gegentiber dem Spektrum des Rubacins 2 neue Absorptionsbanden: eine 
Bande bei 5,68 uw (= 1760 K), die der Acetyl-C-O-Schwingung angehort 
und eine Bande zwischen 8,48 uw (= 1180 K) und 8,30 4 (= 1205 Kk), 
die von der O-C-Schwingung des Esters hervorgerufen wird. — Die 
Banden der Chinon-Carbonylschwingungen sind fast ausgeléscht (beim 
reinen Hexaacetat muBten sie fehlen!); ebenso ist die C-O-Absorption. 
tertiarer Alkohole bei 8,76 ~ (= 1142 K) in ihrer Intensitaét stark ge- 
schwacht. Unverdndert im Vergleich mit dem Rubacinspektrum ist die 
Absorption bei 6,24 u (= 1605 K) — im Rubacin-Spektrum 6,21 u 
(= 1612 K), ein Beweis, daB sie durch C-H-Ringschwingungen, nicht 
durch Carbonylschwingungen, verursacht wird. 


Bestimmung der Methoxyl-Athoxylgruppen nach ZEIsEL 
Die Bestimmung wurde als Mikromethode (PREGL u. Rorn 1949) 
ausgefiihrt ; 
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Einwaage: etwa 3 mg. 

Gef.: 9,01°/, (Mittelwert aus 7 Bestimmungen) 

Ber.: 9,014°/, fiir 1 OCH,-Gruppe 
Daraus ergibt sich, da8 Rubacin eine OCH,-Gruppe enthalt. 

Die Sauerstoffunktionen sind damit festgelegt und verteilen. sich wie 
folgt: 2 Chinon-Carbonylsauerstoffatome; 4 Hydroxylsauerstoffatome, 
davon 3 f-standig; 1 Methoxylsauerstoffatom. 


Katalytische Hydrierung unter Atmospharendruck 


Die katalytische Hydrierung des Rubacins unter verschiedenen 
Bedingungen sollte dem Nachweis aliphatischer Doppelbindungen im 
Molekiil dienen und den Farbstoff in die hydrochinoide Stufe tber- 
fahren. Aus Tab.2 kénnen die Einzelheiten der 11 Versuche zur kata- 
lytischen Reduktion entnommen werden. Die Aktivitaét des Katalysators 
wurde mit Zimtsaure als Hydrierungssubstrat getestet ; fiir die Reduktions- 
versuche bei Atmospharendruck diente Alizarin (1,2-Dioxyanthrachinon) 
als Vergleichssubstanz. Der Katalysator (Pd) war als Pd (OH), auf 
BaSO, niedergeschlagen (WEYGAND 1948). 


Tabelle 2. Versuche zur katalytischen H ydrierung des Rubacins 


ee ee eee 


Nr. 


des Ver- Substrat Lésungsmittel Katalysator t P Ergebnis 
1 Zimtsiure| Methanol(80°/,) | Pd (BaSO,) | ZT 760 | +-, Hydro- 
zimtsaure 
2 Alizarin | Athanol (95°/,)| Pd (BaSO,) | ZT 100° | 760 | — 
3 | Rubacin | Athanol (95°/,)| Pd (BaSO,) | ZT 100° | 760 | — 
4 Alizarin | Hisessig Pd (BaSO,) | ZT 100° | 760 | — 
5 Rubacin | Hisessig Pd (BaSO,) | ZT 100° | 760 | — 
6 Alizarin | Hisessig Pd (BaSO,) | ZT 100° | 760 | — 
7 Rubacin | Hisessig Pd (BaSO,) | ZT 100° | 760 | — 
8 Alizarin | Athanol (95°/,)| Pd (BaSO,) | ZT 100° | 760 | — 
9 Rubacin | Athanol (95°/,)| Pd (BaSO,) | ZT 100° | 760 | — 
10 Alizarin | Athanol (95°/,)| Raney-Ni, | ZT 100° | 760 | — 
aktiviert 
mit Pd 
11. | Rubacin | Athanol (95°/,)| Raney-Ni, | ZT 100° | 760 | — 
aktiviert 
mit Pd 


Wiihrend die Zimtsiiure mithelos zu Hydrozimtsiure hydriert wurde, 
widerstanden Alizarin und Rubacin der katalytischen Reduktion unter 
Atmospharendruck. Das Ausgangsprodukt konnte nach jedem Versuch 
unverandert zuriickgewonnen werden. Das gleiche Verhalten zeigte der 
von Nem u. Ratsrrick (1957) beschriebene Atrovenetin-trimethyl- 
ther (gelb). Es kann daraus geschlossen werden, dafi Rubacin keine 
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aliphatischen Doppelbindungen enthalt. Fiir die Hydrierung der Chi- 
non-C = O-Gruppe polycyclischer Hydroxychinone zum _ tertiaren 
Alkohol reicht die Wirksamkeit des Systems offenbar nicht aus. 


Zusammenfassung 


1. Aus Cephalosporium gordoni wird Rubacin, ein bisher unbekannter 
Pilzfarbstoff durch Eisessigextraktion des Trockenmycels gewonnen und 
nach mehrfacher Reinigung kristallin dargestellt. 

2. Die Mikroanalyse ergibt unter Beriicksichtigung des Molekular- 
gewichtes fiir Rubacin die Summenformel C,,H,,0,. 

3. Rubacin kristallisiert in Nadeln, die bis 350°C keinen Schmelz- 
punkt haben und enthalt 1 Methoxylgruppe und 3 nach ZEREWITINOFF 
bestimmbare aktive H-Atome, die 3 f-standigen Hydroxylgruppen 
angehoren. 

4. IR- und UV-Spektren von Rubacin und einem seiner Acetylierungs- 
produkte werden beschrieben. Die Absorption im Infrarot weist auf das 
Vorhandensein zweier Chinon-— CO-Gruppen hin, von denen eine 
chelatgebunden, ist (1 «-staéndige OH-Gruppe). Die Gesamtzahl der vor- 
handenen Hydroxylgruppen wird daher mit 4 angesetzt. 

5. Rubacin erscheint nach den bisherigen Befunden als tricyclisches 
Tetrahydroxy-methoxy-chinon, das eine noch nicht definierte ali- 
phatische Seitenkette enthailt und nahe Verwandtschaft zu den Pilz- 
farbstoffen Herqueinon, Norherqueinon und Atrovenetin zeigt. 
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Zur Darstellung des chromosomalen Materials in Bakterien 


Von 
KLAUS KRAN und FRIEDRICH-WILHELM SCHLOTE 


Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 8. Juli 1959) 


Durch: die Arbeiten von KELLENBERGER (1958a,b,c) einerseits, 
Brrou-ANDERSON u. Mitarb. (1953), BrroH-ANDERSON (1955), PIE- 
KARSKI u. GIESBRECHT (1956), GIESBRECHT u. PIEKARSKI (1958), 
PREUSSER, SCHLOTE u. RippEL (1957), PREUSSER (1958, 1959), SCHLOTE 
(1958, 1959) andererseits hat sich in der Diskussion tiber die Struktur des 
Bakteriennucleoids ein grundsatzlicher Gegensatz ergeben. 

Nach KELLENBERGER liegt das chromosomale Material eines Bakteri- 
ums in Form einer Substanz vor, die aus sehr diinnen, 3—6 mw starken 
Faden besteht und die Hellzone amorph erfillt. KN6LL-NrKkLowITz (1958) 
wandten, ein dhnliches Verfahren an wie KELLENBERGER und kamen zu 
den, gleichen Ergebnissen. Demgegeniiber fanden andere Autoren in den 
von ihnen untersuchten Zellen relativ dicke Faden von 10—30 mu 
Stiirke, die in Hellzonen liegen, welche je nach Alter der Kultur und 
sonstigen Wachstumsbedingungen verschieden gro8 sind. 

PreusseR, SCHLOTE u. RrepeL (1957), PReusspR (1958, 1959) und 
ScHLoTE (1958, 1959) stellten dann an Hand von grofem Material 
fest, da sich die Durchmesser der Faden bevorzugt um bestimmte 
Maxima gruppieren, die miteinander eine geometrische Reihe der 
Steigung V2 bilden. ScuioTsE folgerte daraus, daB dicke Faden aus diinne- 
ren durch synchrone Verdopplung von diinnsten, Untereinheiten hervor- 
zugehen vermogen. — Bei der Auswertung einer Anzahl von Langs- 
schnitten durch Bakterien fand er au®erdem, da die dicken Faden 
verschiedene typische Anordnungen in der Zelle einnehmen konnen. Es 
gelang ihm, diese Stadien so zu ordnen, daB sich eine erste Vorstellung 
iiber die Bewegung der Faden von Zellteilung zu Zellteilung ergab. Sie 
stimmt in ihren wesentlichen Punkten mit lichtmikroskopischen Be- 
funden von Rospinow und Ergebnissen elektronenmikroskopischer 
Untersuchungen von GIESBRECHT u. PIEKARSKI (1958) tiberein. 
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KELLENBERGER dagegen halt nur jene Elektronenbilder von Zell- 
strukturen fiir lebensnah, welche das ,,Nucleoplasma‘‘ der Zellen in 
immer gleicher und zwar amorpher Weise wiedergeben. Es war ihm bisher 
nicht moglich, mit seinen Methoden einen zur Genomsegregation fiihren- 
den Formwechsel chromosomaler Strukturen von Bakterien zu finden. 
Er spricht deshalb von Amitose der Bakterien und meint, das ,,Nucleo- 
plasma“ schniire sich summarisch durch wie der Makronucleus von 
Protozoen (1958 a). 


Die diesen beiden gegensatzlichen Auffassungen zugrunde liegenden Diinnschnitt- 
Elektronenbilder sind nach 2 voneinander sehr verschiedenen Praparationsverfahren 
_ entstanden. Grundbedingungen fiir eine Fixierung von Bakterien sind nach KxEt- 
LENBERGER: phosphatfreie Fixier- und Kulturlésung (ausdriicklich betont er, da8 
man mit Phosphat im Fixiermittel nicht zu vergleichbaren Ergebnissen komme), 
schwachsaures px, lange Fixierungsdauer (16 Std) bei Zimmertemperatur in 
1°/, OsO,-Lésung, gepuffert mit Veronalacetat, Nachkontrastierung der aus- 
gewaschenen Zellen mit einer Loésung von 0,5—1°/, Uranylacetat, ebenfalls in 
Veronalacetatpuffer vom py 6. 
Die Autoren, welche dicke Faden darstellten, verwendeten dagegen kurze 
Fixationszeiten (1—2 Std bei +-4° C) in phosphathaltigem Fixiermittel bei schwach 
basischem px (7,2), ohne mit Uranylacetat nachzukontrastieren. 


Um eine Antwort auf die Frage zu bekommen, welche der beiden 
Methoden das fixierte chromosomale Material dem natiirlichen Zustand. 
entsprechender wiedergibt, haben wir die Bakterienzellen nacheinander 
beiden gegensatzlichen Praparationsbedingungen, ausgesetzt. 


Dazu wurden die Zellen zunachst in einer 0,5°/, OsO, enthaltenden Pufferlésung 
fixiert, deren Zusammensetzung KELLENBERGERS Vorschriften véllig entgegen- 
gesetzt ist (Rezept: 12 ¢ Na,HPO,-2H,O und 2,3 g KH,PO, auf 1000 ml H,O; 
pu 7,2). Diese Pufferlésung entspricht in lonenstairke und Pufferungsbereich dem 
von SJOSTRAND angegebenen Phosphatpuffer. Sie wurde jedoch von NaCl frei- 
gehalten, da NaCl bei geringen Ionenstirken die Léslichkeit vieler KiweiBe stark 
erhéht. So fand Sytven (1951), daB durch eine 0,9°/,ige NaCl-Losung in 24 Std 
bis zu 50°/, des Trockengewichtes aus einer Zelle herausgelést werden kann. 

Ein Teil der in dieser Phosphatpufferlésung fixierten und ausgewaschenen 
Zellen wurde sodann mit einer Lésung nachbehandelt, die die wesentlichsten der 
von KELLENBERGER fiir die Darstellung des ,,Nucleoplasmas geforderten Faktoren 
enthalt. (Rezept: Stammlésung: 19,43 g Na-acetat -3H,O und 29,43 ¢ Na-Veronal 
auf 1000 ml H,O. Von dieser Stammlésung wurde 20 ml mit 24 ml n/10 HCl und 
56 ml H,O vermischt, in dieser Lésung 1°/, Uranylacetat gelést und mit NaOH auf 
px 5,5 eingestellt. 

Die Bakterien (Z. coli B in der spaten logarithmischen Wachstumsphase) wurden 
abzentrifugiert, die Zellen mit der 10fachen Menge des Fixiermittels aufgenommen 
und 90 min bei +4°C gehalten. Sodann wurden die Zellen 3 mal in reinem Phos- 
phatpuffer gewaschen und in der iiblichen Weise in Methacrylat eimgebettet. 


Die Elektronenbilder (Abb. 1a, 1b) zeigen in den durch eine Doppel- 
schicht (3,5 — 3,0 — 3,5 mu) begrenzten Zellen dicke Faden, die, soweit 
aus Diimnschnitten geschlossen werden kann, in wenigen Windungen einer 
groBen Schraube vom halben Bakteriendurchmesser angeordnet sein 
kénnen (Abb.1a) oder auch elliptische Konfigurationen einzunehmen 


Abb. 1 Abb. 2 


Abb.1. E.coli B (Stamm 1), fixiert 2 Std bei 4+-4° C in 0,5°/) OsO, enthaltendem reinen Phosphat- 
puffer vom pr 7,2, eingebettet in Methacrylat. 78800. a (links unten) 3 Schraubenwindungen 
eines einheitlichen Fadens. b (links oben) Doppelschichtige Zellgrenzmembranen (Pfeile) 
Abb.2. E. coli B (Stamm 2), fixiert wie oben, nachkontrastiert 2 Std bei +-4° C mit 1°/, Pw-saure, 
gelést in 70°/) Alkohol, eingebettet in Methacrylat. — Lings-, quer- und schriggeschnittene 
chromosomale Faden. 78800 x (Pfeile) 
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Abb.3. E. coli B (Stamm 2), fixiert wie oben, nachbehandelt 2 Std bei +-4° C mit 1°/, Uranylacetat, 
gelést in Veronalacetatpuffer vom pu 5,4—5,6, eingebettet in Methacrylat. a (links) Hellzonen yon 
,Nucleoplasma“ amorph erfiillt. 78800 x. b (rechts) Zellgrenzmembran aus 4 sWeppelschichtes 
(Pfeile). Im Hellzonenmittelpunkt ein offensichtlich in Auflésung begriffenes dichtes Gebilde. 197000 x 
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vermdgen. — Kontrastiert man die so fixierten und ausgewaschenen 
Zellen mit einer Loésung von 1°/, Phosphorwolframsaure in 70°/,igem 
Alkohol fiir 2 Std bei --4° C nach, dann bleiben die relativ einheitlichen 
Faden erhalten, nur der allgemeine Kontrast steigt. Die Zellgrenzmem- 
bran, ist auBen mit einer faserigen Substanz umgeben, deren Deutung 
noch aussteht (Abb.2). Werden statt dessen die in reinem Phosphatpuffer 
fixierten und ausgewaschenen Zellen nachtraglich fiir 2 Std bei + 4°C mit 
der Uranylacetatlosung nachbehandelt, so kommt man zu Bildern, die 
jenen von KELLENBeRGER zum Verwechseln ahnlich sehen (Abb.3a, 
3b): im Hellzonenbereich liegt ein Gewirr von sehr diinnen Faden, die 
sich an einigen Stellen sehr deutlich als Auflésungsprodukte eines dichten 
Gebildes darstellen (Abb.3b). Stark kontrastierendes Plasma und eine 
deutliche Membran aus 2 Doppelschichten machen die Ahnlichkeit mit 
KELLENBERGERs Bildern vollstiandig. 

Diese Ergebnisse sind unter zwei verschiedenen Gesichtspunkten zu 
diskutieren: einerseits besteht die Méglichkeit, da8 die Uranylacetatlosung 
aktiv auflésend auf die durch die vorhergehende Phosphatfixierung dar- 
gestellten chromosomalen Faden gewirkt hat. Rein theoretisch liBt sich 
ein Strang von 20 oder 28 mu Starke, der nach der Hypothese von 
ScuntoTe 64 oder 128 diinnste Untereinheiten enthalten sollte, in ein 
lockeres Biindel umwandeln, wenn man einen Faktor ansetzt, der ihn 
quer zu seiner Lingsrichtung auseinanderdriickt. Auch Polytaénchromo- 
somen hoher differenzierter Zellen, z.B. von Chironomus, besitzen, 
Strukturmodifikationen, deren Entstehung im Prinzip genau so gedeutet 
wird, wenn auch die Gré®enordnung eine andere ist (siehe BEERMANN 
1952, 1954). Andererseits wire denkbar, daB nach der Phosphatfixierung 
und nach dem Auswaschen ein ,,Nucleoplasma‘‘ im Sinne KELLEN- 
BERGERS vorliegt, welches durch die Uranylionen in diesem Zustand 
stabilisiert wird, ohne diesen Faktor jedoch in der Alkoholreihe zu dichten 
Strukturen koagulieren wiirde. Dann ware aber nicht einzusehen, wie aus 
den wirren, bereits fixierten Geflechten (vgl. Abb.3a, 3b, besonders aber 
die Bilder von KELLENBERGER) Faden entstehen kénnten, deren Durch- 
messer sich bevorzugt um Maxima gruppieren, welche miteinander eine 
geometrische Reihe bilden, und wie diese Faden dann eine spiralige oder 
elliptische Konfiguration einzunehmen vermdéchten. Da aus Unordnung 
nur durch Energiezufuhr Ordnung entstehen kann, ist man gezwungen, 
fiir das bereits fixierte (!) Material spezifische kristallbildende Krafte 
anzusetzen. Geht man aber von der entgegengesetzten, Voraussetzung 
aus, dafi schon vor der Osmiumfixierung dicke Faden vorgelegen 
haben, dann ist es leicht, sich ihre Aufspaltung durch EKinwirkung von 
Uranylionen, vorzustellen. 

Die Frage, welche Fixierungsmethode das chromosomale Material der 
lebenden Zellen am wenigsten verandert, scheint uns nur losbar zu sein, 
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wenn es gelingt, Strukturen aufzufinden, deren Formwechsel mit 
physiologisch und genetisch eindeutig festliegenden Entwicklungs- 
cyclen einhergeht. So diirfte jedes elektronenmikroskopische Verfahren, 
zur Untersuchung von Kernstrukturen, welches das Problem der Ge- 
nomsegregation nicht in einer fiir Genetik und makromolekulare Biologie 
gleichermaBen befriedigenden Weise zu beschreiben vermag, verbesse- 
rungsbediirftig sein. 
Zusammenfassung 


Diinnschnitt-Elektronenbilder von Bakterien, die in OsO, enthalten- 
dem reinen Phosphatpuffer fixiert und mit einer Lésung von Uranyl- 
acetat in schwach saurem Veronalacetatpuffer nachbehandelt wurden, 
zeigen im Hellzonenbereich ein Gewirr von diinnen Faden, das dem von 
KELLENBERGER beschriebenen ,,Nucleoplasma“ gleicht. Ohne Nach- 
behandlung erscheint das chromosomale Material in Form von relativ 
einheitlichen dicken Faden, die schraubig aufgewunden sein kénnen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei fiir eine personelle Beihilfe gedankt. 
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Die Bildung von Ektoenzymen durch holzzerstorende 
und holzbewohnende Pilze auf verschiedenen Nahrbéden 


TV. Mitteilung 
(Xylan und Glucose als C-Quellen) 


Von 
Horst Lyr 


Mit 14 Textabbildungen 
(Hingegangen am 16. Juli 1959) 


Entsprechend dem Gesamtprogramm sind Xylan als weitverbreiteter 
Naturstoff und wichtiger Holzbestandteil sowie Glucose als nichtpoly- 
meres Substrat in die Untersuchungen einbezogen worden. Obwohl 
Xylan als wichtigste Hemicellulose etwa 20—25°/, der Holzsubstanz 
(Buchenholz: etwa 19 Gew.-°/)) darstellt, ist tiber den enzyma- 
tischen Abbau durch héhere Pilze so gut wie nichts bekannt. Aus 
Holzanalysen geht hervor, daB alle bisher untersuchten Arten die 
Pentosane angreifen kénnen, was auf eine weite Verbreitung der hier- 
fir erforderlichen Enzyme schlieBen laBt [Lit. siehe Lyr u. ZIEGLER 
(1959)]. Deren Vorkommen ist bei zahlreichen Organismen nachgewie- 
sen worden, jedoch waren die Kenntnisse tiber die Bedingungen der 
Bildung und tiber die biochemischen Eigenschaften noch sehr begrenzt. 
In neuer Zeit haben besonders SoRENSEN (1957, dort auch weitere 
Literatur) und Simpson (1959) diese Probleme auf breiterer Basis 
bearbeitet, und Fuxur u. Saro (1957) sowie Fuxur (1958) konnten die 
bei Aspergillus batatae und A. oryzae gefundene Xylanase naher charak- 
terisieren. Aus den eigenen bisherigen Untersuchungen geht hervor, 
daB das Enzym von holzzerst6renden Pilzen auf vielen Nahrbéden 
gebildet wird. Daher war es von Interesse, den Einflu8 des Substrates 
(Xylan) auf die Enzymbildung zu studieren. Glucose ist andererseits 
ein nichtpolymeres Substrat, fiir dessen Verwertung durch Mikro- 
organismen, keine Ektoenzyme benétigt werden. Daher ist es geeignet, 
die Enzymbildung ohne induzierenden Einflu8 eines Enzymsubstrates 
zu studieren. 

Methodik 


Die Untersuchungs- und Auswertungsmethode war die gleiche wie in den friiheren 
Arbeiten (Lyr 1959a, b,c). Als C-Quellen wurden 1°/, Xylan [hergestellt aus 
Weizenstroh nach dem Verfahren von SORENSEN (1952)] sowie 1°/, Glucose [Dex- 
tropur (Barby)] verwendet. Die Grundnahrlosung mit Pepton als N-Quelle und 
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einem Zusatz von 0,2°/, Malz blieb unverandert. CaCO, war nicht darin ent- 
halten. 


Die Bestimmung der Enzymaktivitaten, des py- und Reduktionswertes erfolgte 
so wie in den friiheren Mitteilungen beschrieben. 

Als Ma8 fiir die Xylanase-Aktivitat diente ebenso wie bei SORENSEN der Anstieg 
des Reduktionswertes einer Xylanlésung (nach 4stiindiger Enzymeinwirkung bei 
30°C). Der Reduktionswert wird direkt in der Mischung bestimmt und als y Glucose 
je Milliliter ausgedriickt. Dadurch besteht allerdings die Méglichkeit, daB nicht nur 
die Aktivitat der Xylanase im engeren Sinne, die nach Fuxur (1958) komplexer 
Natur sein kann, sondern auch die von Oligoglykosidasen (z.B. Xylobiase) erfaBt 
wird, wie es auch bei der Amylase der Fall sein kann. Nach SORENSEN (1957) ist die 
Xylobiase kein Ektoenzym, sondern im Mycel lokalisiert, so daB mit dieser Methode 
wohl ausschlieBlich die Aktivitat der eigentlichen Xylanasen bestimmt wird. Es ist 
aber zu beriicksichtigen, dai Messungen im Kulturfiltrat nicht mit solchen an 
Mycelhomogenaten oder pulverisiertem Mycel vergleichbar sind, da bei letzteren 
auch die intracellularen Oligoglykosidasen den Reduktionswert beeinflussen. 

Fir die Auswertung wurden wiederum die drei Aktivitaétsformen benutzt, die in 
den friiheren Mitteilungen naher erlautert sind. (M-A = Maximal-Aktivitat, G-A = 
Gesamt-Aktivitat, Sp-A = Spezifische Aktivitat). Als tnax wird die Zeit bis zum 
Erreichen des maximalen Mycelgewichtes bezeichnet. 


Pilzwachstum 


Nur 5 Pilzarten waren auf X ylan zu einem befriedigenden Wachstum 
zu bringen, weshalb sich die Auswertung auf diese Arten beschranken 
mu8. Es handelt sich um die raschwiichsigsten Arten, die wahrschein- 
lich auch gegeniiber ungtinstigen Nahrbodenverhaltnissen am unemp- 
findlichsten sind, wahrend alle Braunfauleerreger und Ph. igniarius 
nicht anwuchsen. Ob es sich hierbei um spezifische Unterschiede in der 
Fahigkeit zur Ausnutzung von Xylan als einziger C- Quelle handelt, 
ist schwer zu sagen, da moglicherweise auch andere Faktoren das 
Anwachsen des Impfmaterials verhindert haben kénnen. Da alle Arten 
Xylanase ausscheiden, ist anzunehmen, da sie auch die Abbau- 
produkte verwerten kénnen, wie das auf einem komplexen Nahrboden 
(vgl. V. Mitteilung) offensichtlich der Fall ist. Allerdings kommt Xylan 
als alleinige C- Quelle in der Natur praktisch nicht vor und Xylose 
wird von vielen Mikroorganismen schlechter verwertet als Hexosen. 
Andererseits kann durch die Praparation das Xylan in ungitnstiger 
Weise verandert worden sein, so dai das Impfmaterial empfindlicher 
Arten nicht anwuchs. Die maximalen Mycelgewichte der Pilze, die 
angewachsen waren, sind zwar etwas geringer als auf einer komplexen 
C- Quelle (vgl. Tab.1), aber wesentlich héher als auf Glucose (siehe 
Tab.3) und Cellulose. Gegeniiber Amylum und Pectin ist die TS teils 
niedriger (Sch. commune, T'r. versicolor, Tr. viride) und teils héher 
(C. velutipes, Ch. globosum). Daraus geht hervor, da Xylan recht gut 
fiir die Mycelbildung ausgenutzt werden kann, wobei aber offenbar 
artspezifische Unterschiede bestehen. OC. velutipes hatte bereits in 
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13 Tagen 113 mg TS gebildet und ibertraf hierin Sch. commune be- 
trachtlich, der im allgemeinen das meiste Mycel bildete. 

Die pu-Werte liegen ziemlich hoch, was fiir die verwendeten Arten 
charakteristisch ist. Mit tmax a4ndern sich die Werte nicht. Der Reduk- 
tionswert steigt ziemlich rasch an und erreicht relativ hohe Werte, was 
auf eine rasche und weitgehende Hydrolyse des Xylans hinweist. Der 


Tabelle 1. Ubersicht iiber die Maximal-Aktivitit, Gesamt-Aktivitat und Spezifische 
Alktivitdt, sowie tiber das maximale Myceltrockengewicht bei einem Wachstum der 
Pilze auf Xylan als C-Quelle 


Enzyme Sch. Tr. Coll. | Tr. ch. | Durchschnitt aller 
Pilze comm. vers. velut. virid. glob. Pilze 
Mazximal-Aktivitat 
Cellulase 40 10 20 0 0 14 K 
Pectinase 60 410 4 34 20 105 E 
Xylanase 620 390 280 620 350 452 y/ml 
Amylase 1700 880 520 680 560 868 y/ml 
Gesamt-Aktivitdt (Relativwerte) 
Cellulase i} 0,5 1 0 0 1 
Pectinase 3 16 0 1 1 4 
Xylanase 46 28 9 37 22 28 
Amylase 89 62 Z 57 50 | 53 
Spezifische Aktivitdt (Relativwerte) 
Cellulase 2 1 1 0 0 1 
Pectinase 5 22 0) 2 1 6 
Xylanase 69 38 8 87 27 | 46 
Amylase 133 85 6 136 6 84 


max. 7'S in 
Milligramm 67 73 | 113 | 42 83 76 


Verbrauch ist offensichtlich langsamer als die Freisetzung reduzie- 
render Zucker, die noch bis zumVersuchsende im KF nachweisbar sind. 
Die Verhaltnisse ahneln in dieser Beziehung denen bei Verwendung 
von Amylum als C- Quelle. Allerdings war dort das Maximum an 
Mycelgewicht bei den meisten Arten friiher erreicht. 

Auf Glucose wuchsen zwar alle Arten mit Ausnahme von Merulius 
lacrymans, jedoch waren die Mycelgewichte im Durchschnitt aller 
Pilze die niedrigsten von allen verwendeten C-Quellen (vgl. Tab.3). 
Die Ergebnisse sind etwas tiberraschend, wenn man an die gute Aus- 
nutzbarkeit von Glucose durch viele Mikroorganismen denkt. Mit 
Cellulose waren die Mycelertrage etwas héher, obwohl nur ein Teil des 
Substrates abgebaut wurde (Lyr 1959b). Wirde man das Mycel- 
gewicht auf die Menge des umgesetzten Substrates beziehen, ware der 
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Unterschied zwischen Cellulose und Glucose noch betrachtlicher. Auch 
Amylum wurde von allen Arten wesentlich besser fiir die Mycelbildung 
ausgenutzt, obwohl auch hier Glucose als Grundbaustein vorliegt 
(Lyr 1959c). Es ist offensichtlich, daB die polymeren Formen der 
Glucose fiir die Ernahrung der holzzerstérenden Pilze giinstiger sind 
und mit ihnen ein héherer 6konomischer Koeffizient erreicht wird. Die 
Reduktionswerte dndern sich bei den einzelnen Pilzen sehr unter- 
schiedlich. Teilweise nehmen sie tiberraschend schnell ab (Sch. com- 
mune, Tr. versicolor), 

bei anderen Arten Tabelle 2. Relative Férderung bzw. Hemmung der 
etwas langsamer. Auf- Xylanase- und Myceltrockensubstanz-Bildung auf 
fillig ist der schnelle Xylan als C-Quelle gegeniiber Glucose. 


1,0 bedeutet Gleichhei 
Abfall des Zuckerge- edeutet Gleichheit 


haltes in den ersten Pilze M-A G-A Sp-A TS 
Tagen des Wachstums, Sch. commune 0,94 FPP 50 BFS 1,5 
dem kein gleichartiger 7’r. versicolor 0,8 123 0,7 2,0 
Anstieg des Mycelge- C. velutipes 0,8 0,6 0,2 3,8 
wichtes entspricht. 9/,, 7" 774 17 | 14 | 1,0 | 14 
der Glucose sind, ge- ©* globoswm 

R Es, g var. affine 1,2) 44,2 | 0,4 |. 2,7 
eae aba e@uktlons- — Durchschnitt aller 
wert, in den ersten Pilze: 1,1 1.18 .61,.2:3 


10 Tagen bei den mei- 

sten Arten schon verschwunden (Ausgangsmenge 1°/, = 10000 y/ml). 
In dieser Zeit hat das Mycelgewicht im Durchschnitt etwa 1/3; bis */s 
des maximalen Wertes erreicht. 

Sehr merkwiirdig ist das véllige Verschwinden von Glucose bei Sch. 
commune und Tr. versicolor zu einem Zeitpunkt, wo das Mycelwachs- 
tum noch nicht abgeschlossen ist (Abb.6 und 7). Da dieses ohne 
Kohlenhydratquelle sofort zum Abschlu8 kommt, mu8 geschlossen 
werden, daB die Glucose nicht zu CO, und H,O umgesetzt worden ist, 
sondern, intermediare, nichtreduzierende Zwischenprodukte gebildet 
wurden, die nach dem Aufbrauchen der Glucose als Nahrmaterial ver- 
wendet werden. Auf eine Saiurebildung lassen die py-Werte hochstens 
bei Jr. versicolor und den Braunfauleerregern schlieBen. Der starke 
Anstieg des Reduktionswertes bei C. cerebella nach tmax diirfte mit der 
Ausscheidung reduzierender Substanzen zusammenhaingen, wozu 
dieser Pilz auch auf anderen Nahrbéden neigt. 

Auffallig ist allerdings die geringe Mycelbildung bei den Schimmel- 
pilzen. Nach Manp=ts u. RExsE (1952) bildete 7’r. viride umgerechnet 
auf 25 ml Nahrlésung ein maximales Trockengewicht von etwa 100 mg 
bei 1°/, Glucose. Erst bei etwa 2°/, Glucose konnte keine weitere 
Steigerung der Trockensubstanz erzielt werden. Kin Mangel an. Spuren- 
elementen oder Vitaminen in unserer Nahrlésung ist als Grund fir den 
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geringeren Mycelertrag sehr unwahrscheinlich. Daher sind die Ursachen 
der unterschiedlichen Ergebnisse noch unklar. Sie kénnten in den 
abweichenden Versuchsbedingungen und dem anderen Pilzstamm 
begriindet sein. Unser Stamm von Tr. viride neigt auf allen Nahrbéden 
nur zu einer geringen Mycelbildung. Offenbar ist die Variabilitat bei 
dieser Pilzart betrachtlich, die vielleicht als Sammelart anzusehen ist. 


Enzymausscheidung 


X ylanase 


Das Bemerkenswerteste ist die relativ geringe Xylanase-Aktivitat 
auf Xylan als C- Quelle (Abb. 1—5). Wahrend bisher alle Enzyme mehr 
oder weniger stark durch die Gegenwart ihres Substrates gefordert 
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Abb.1. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Schizophyllum commune Fr. (auf Xylan). x x 

Cellulase, a a Amylase, o——o Xylanase, © © Pectinase, @ e Myceltrockengewicht 

(TS), 0——° pu-Wert, x——xX Reduktionswert (RW) der Kulturfliissigkeit (ausgedrtickt als 
y-Glucose je Milliliter) 


wurden, ist das bei diesem Enzym kaum zu beobachten. Gegentiber 
Glucose ist teilweise sogar eine geringere Aktivitat festzustellen (Tab. 2), 
wenn man die spezifische Aktivitat oder die Maximal-Aktivitat der 
typischen Holzzerstérer vergleicht. In der Gesamt-Aktivitat ist bei den 
meisten Arten — mit Ausnahme von C. velutipes — eine leichte Forde- 
rung durch Xylan feststellbar. Jedoch betragt der Durchschnittswert 
auch hier nur das 1,1fache, was praktisch gleiche Aktivitat wie auf 
Glucose bedeutet. Die Mycelbildung ist dagegen im Durchschnitt aller 
Pilze um das 2,3fache grofer. In der Diskussion soll hierauf noch ein- 
gegangen werden. 

Auf Xylan ist das Aktivitétsmaximum der Xylanase mehr nach 
dem Ende der Wachstumsperiode verschoben als auf Pectin und 
Amylum. Das kénnte mit einer Enzymhemmung durch Abbauprodukte 
zusammenhangen, die sich erst nach dem Verbrauch des Substrates 
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verringert. Trotzdem erreicht in den meisten Fallen das Enzym friher 


sein Maximum als die Amylase. Auf Glucose fallt dagegen eine 
haufige Zweigipfligkeit der Kurven auf, wie sie bisher nicht auftrat 
(Abb.6—14). Auch liegt das Maximum teilweise im autolytischen 
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Abb. 2. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Trametes versicolor (L.) Pil. (auf Xylan), 
(Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 
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Abb. 3. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Collybia velutipes Curt. (auf Xylan). 
(Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 


Bereich, was fiir dieses Enzym ungewohnlich ist. Bei vielen Arten ist 
aber ein zweiter Gipfel im Bereich von 1/,—?/, tmax zu erkennen, wie 
er auf den anderen Substraten tiblich war. 

Ks ist verstaéndlich, daB mit verandertem Niahrstoffangebot sich 
der Stoffwechsel und damit auch die Enzymbildung andern miissen, 


wobei aber nicht alle enzymspezifischen Eigentiimlichkeiten verwischt 
werden. 
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Amylase 


Bei allen Arten ist auf Glucose eine deutliche Amylase- Ausscheidung 
nachweisbar, die mit tmax oder kurz danach ihr Maximum erreicht. 
Eine Ausnahme machen nur Ph. igniarius, Gl. saepiarium und Oh. 
globosum, bei denen das Maximum friher auftritt. Die relativ hohe 
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Abb.4. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Trichoderma viride Pers. ex Fr. (auf Xylan), 
(Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 
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Abb.5. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Chaetomiuwm globosum K. var. affine (auf Xylan) 
(Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 


Aktivitat ist erstaunlich, wenn man bedenkt, daB Glucose als Hydro- 
lyseendprodukt eher die Enzymbildung hemmt als fordert. Es zeigt 
sich auch hier, da&8 Amylase bei allen Arten fast als konstitutives 
Enzym anzusehen ist. Die quantitativen Unterschiede zwischen 
den einzelnen Arten sind nicht sehr erheblich, wie es auf anderen 
Nahrbéden ebenfalls der Fall war. In der Spezifischen Aktivitat 
heben, sich Gl. saepiarium, C. cerebella, Ph. igniarius und Ch. globosum 


heraus (Tab. 3). 
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Auf Xylan ist die Amylase-Bildung im allgemeinen etwas starker, 
wenn man die Maximal- und Gesamtaktivitat zum Vergleich heran- 
zieht. Die Spezifische Aktivitét ist nur bei Sch. commune wesentlich 
erhéht, das auf Xylan ein relativ geringes Mycelgewicht hat. 
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Abb.6. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Schizophyllum commune Fr. (auf Glucose), 
(Zeichenerklarung siehe Abb. 1) 
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Abb.7. Enzymausscheidung und Mycelbildung yon Trametes versicolor (L.) Pilat (auf Glucose), 
(Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 


Pectinase 


Bei fast allen Arten tritt etwas Pectinase im Kulturfiltrat auf, sowohl 
auf Glucose als auf Xylan. Die Aktivitat ist aber sehr gering. Nur die 
Braunfauleerreger haben auf Glucose etwas hohere Werte, die aber 
wesentlich unter denen auf Pectin liegen. Es ist ersichtlich, daB Pec- 
tinase auch auf pectinfreien Nahrbéden nicht véllig fehlt, die Synthese 
durch Pectin aber wesentlich verstairkt wird. Die Pectinase-Maxima 
liegen bei tmax oder etwas spater. 
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Cellulase 
Auf Xylan ist auch bei den WeiBfauleerregern eine schwache Cellulase- 
Aktivitat zu beobachten, die aber so gering ist, daB von einer Induktion 
durch Xylan nicht gesprochen werden kann (Abb. 1—3). Auf Glucose tritt 
wieder nur bei F'. marginatus eine beachtliche Cellulase-Bildung auf. 
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Abb. 8. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Phellinus igniarius Quél. (auf Glucose), 
(Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 
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Abb. 9. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Collybia velutipes Curt. (auf Glucose), 
(Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 


Dieser, Pilz fallt auf allen Substraten durch eine reichliche cellulolytische 
Aktivitat auf. Von den anderen Arten scheiden nur C. cerebella und in 
sehr geringem MaB8e auch Sch. commune das Enzym aus. Hine Parallelitat 
zwischen Xylanase- und Cellulase-Aktivitat 1a Bt sich auch hier nicht 
erkennen. 
Diskussion 

Aus unseren, Untersuchungen geht hervor, da8 Xylanase von allen 
untersuchten Arten in das Kulturmedium ausgeschieden wird und die 
Enzymsynthese nur unwesentlich durch das Substrat gefordert wird. 
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Allerdings ist damit zu rechnen, daB die ,,Xylanase* vielleicht auch 
bei den héheren Pilzen kein einheitliches Enzym ist. FUKUI u. Sato 
(1957) konnten bei Aspergillus batatae zwei verschiedene Enzyme 
nachweisen. Die Xylanase A spaltet wahllos die Xylankette, bewirkt 
Xyl.| Amy RW 
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Abb. 10. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Fomes marginatus Gillet (auf Glucose), 
(Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 
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Abb.11. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Coniophora cerebella Alb. et Schw. (auf Glucose), 
(Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 


dadurch einen raschen Viscositaétsabfall und einen geringen Anstieg 
des Reduktionswertes, da die Endprodukte zum Teil hohermolekulare 
Oligosaccharide darstellen, wahrend die Xylanase B ahnlich wie die 
B-Amylase das Substrat von den Enden her angreift und aus Poly- und 
Oligosacchariden D-Xylose freisetzt, was zu einem raschen Anstieg des 
Reduktionswertes fiihrt. AuBerdem besitzt sie eine Trans-Xylosidase- 
Aktivitaét. Die Xylanase A entspricht der von SeRENSEN (1957) 
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beschriebenen. Die Xylanasen ahneln damit in vieler Beziehung den 
Amylasen. Fiir die Bestimmung von Xylanase A ware eine viscosi- 
metrische Methode angebrachter, wie sie Fukur (1958) und Simpson 
(1959) verwendeten, ahnlich unserer Messung der Pectinase-Aktivitat, 
wodurch allerdings die Xylanase B nicht erfaBt wird. Falls eine 
Mischung beider Enzyme im Kulturfiltrat vorliegt, ist eine Bestimmung 
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Abb.12. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Glocophyllum saepiariwm Karst. (auf Glucose), 
(Zeichenerklirung siehe Abb.1) 
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Abb.13. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Trichoderma viride Pers. ex Fr. (auf Glucose), 
(Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 


des Reduktionswertes zweckmaBiger, wobei es allerdings fir eine 
Deutung der Ergebnisse wesentlich ist, daB sich ihr Verhaltnis unter 
den verschiedenen Bedingungen nicht sehr viel andert, da sonst eine 
Auswertung problematisch ist. Bisher liegen noch keine Untersuchun- 
gen in dieser Richtung vor. Noch komplizierter wiirde die Situation, 
wenn in bestimmten Entwicklungsphasen auch noch eine Xylobiase 
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ausgeschieden wiirde, weil hierdurch der Reduktionswert noch rascher 
ansteigen und eine erhéhte Xylanase-Aktivitat anzeigen wirde. Man 
muB diese Verhiltnisse beriicksichtigen, wenn sie auch fir physiolo- 
gische Untersuchungen nicht so wichtig sind, da die Pilze wahrschein- 
lich nur die niederpolymeren Zucker aufnehmen, deren Anteil durch 
die Reduktionswertbestimmung annahernd erfa&t wird, gleichgiltig 
auf welchem Wege sie entstanden sind. 

Xylanase konnte auf allen Nahrbéden nachgewiesen werden und 
wird auch auf Malz gebildet. Das Enzym scheint bei Mikroorganismen 
ahnlich wie die Amylase sehr weit verbreitet zu sein, was auch aus den 
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Abb.14. Enzymausscheidung und Mycelbildung von Chaetomium globosum K. var. affine (auf Glucose), 
(Zeichenerklirung siehe Abb. 1) 


Angaben von SoRENSEN hervorgeht. Nach seinen Befunden verhalt 
sich die Xylanase wie ein adaptives Enzym, da bei den meisten Arten 
in Anwesenheit von Xylan eine bedeutend stirkere Aktivitaét als auf 
Glucose gemessen werden konnte. Stmpson dagegen erhielt bei Tr. 
viride durch Xylan nur eine sehr geringe Pentosanase-Aktivitat, 
wahrend Arabinose und Stroh-Holocellulose die Enzymbildung sehr 
stark anregten. Auf Glucose und Pectin konnte er im Gegensatz zu 
unseren Befunden keine Aktivitét nachweisen. Da SImMpson eine 
viscosimetrische Messung durchftihrte, erfaBte er méglicherweise nur 
die Aktivitét der Xylanase A (nach Fuxur). Es ware interessant zu 
priifen, ob verschiedene Xylanasen vorliegen und durch welche Fak- 
toren ihre Bildung besonders gefordert wird. Dariiber hinaus mu8 man 
mit artspezifischen Unterschieden in der Enzymbildung rechnen, 
wobei die komplexe Natur des Enzymes Vergleiche mit verschiedener 
Bestimmungsmethodik zusitzlich erschwert. In unseren Versuchen 
verhielt sich die Xylanase fast wie ein konstitutives Enzym, das durch 
sein Substrat nicht wesentlich geférdert wird. Derartiges beobachtete 
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SORENSEN auch bei einem Chlostridiwm spec. . Es ist jedoch zu beriick- 
sichtigen, daB die Enzymaktivitét in ungereinigten Filtraten auch 
durch die Kulturbedingungen beeinflu8t wird. Diese Erfahrung mach- 
ten GERSHENFELD u. WASSERMANN bei Verwendung verschiedener 
Ausgangskonzentrationen von Zuckern bei dem Enzym Saccharase, 
wo sie bei Neurospora crassa hohere Aktivitaéten auf Xylose, Raffinose 
und Fructose als auf Saccharose fanden, obwohl sich das Enzym in 
weiteren Untersuchungen als teilweise adaptiv erwies (zit. nach JER- 
MYN 1953). Das ist verstandlich, wenn man bedenkt, daB in Anwesen- 
heit des Substrates ein Enzymverbrauch durch Reaktionsinaktivierung 
eintritt und zugleich auftretende Reaktionsprodukte sowohl Aktivitat 
als auch Produktion hemmen. Allerdings dirfte das nur von Bedeutung 
sein, wenn die Férderung der Enzymbildung durch das Substrat 
gering ist, was bei der Xylanase offensichtlich der Fall ist. Bei den 
holzbewohnenden Pilzen diirfte die Xylanase als ,,konstitutives‘‘ oder 
héchstens ,,nicht ausgepragt adaptives’‘ Enzym anzusehen sein, wobei 
nur ihr Auftreten auf den untersuchten C-Quellen bericksichtigt 
werden kann. Es ist jedoch noch ungeklart, ob ein Enzymkomplex 
vorliegt und ob die Bildung der moéglicherweise vorhandenen ver- 
schiedenen Einzelenzyme in einheitlicher Weise durch die C- Quelle 
beeinfluBt wird. m 

Sehr auffallig ist in unseren Versuchen die geringe Mycelbildung der 
Pilze auf Glucose als C- Quelle im Vergleich zu den polymeren Sub- 
straten Cellulose und Amylum (vgl. II. und III. Mitteilung). Selbst 
wenn man es als gegeben ansieht, daB die Bindungsenergie der Poly- 
saccharide von den Pilzen noch verwertet wird, wofiir die intracellulare 
Lokalisation der Cellobiase, Maltase, Xylobiase spricht, reicht dieser 
Unterschied fiir eine Erklarung der abweichenden Ergebnisse noch 
nicht aus. Nach BLADERGROEN betragt die Energie der glykosidischen 
Bindung in Amylum 4,3 kcal/Mol, was nur 0,6°/) der gesamten, bei der 
Oxydation entstehenden Energie entspricht. Das alleine kénnte die 
wesentlich 6konomischere Verwertung der polymeren Substrate nicht 
erklaren. Aus den Reduktionswerten ist ersichtlich, da8 besonders in 
den ersten Tagen, wo die Mycelbildung teilweise noch gering ist, ein 
starker Verbrauch an, Glucose vorhanden ist, der kaum durch Ver- 
atmung allein bedingt sein kann. Es sicht vielmehr so aus, als wiirde der 
reichliche SubstratiiberschuB in undkonomischer Weise ohne Energie- 
gewinn verarbeitet werden, was durch extracellulare Umsetzungen 
zu nichtreduzierenden Verbindungen méglich ware*. Fir eine 


* Nach BERNIER sowie Martin [Canad. J. Microbiol. 4, 195, 317 (1958)] syn- 
thetisieren Pilze — auch. Holzzerstérer — bei reichlichem Glucose-Angebot extra- 
cellulare Polysaccharide, wobei natiirlich ein gewisser Energieverlust auftritt, der 
aber nicht groB genug ist, um das schlechte Wachstum zu erklaren. 
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Anreicherung solcher Zwischenprodukte im Kulturmedium spricht — 
das anhaltende Wachstum von 7'r. versicolor und Sch. commune nach — 
dem Verbrauch der Glucose im Kulturmedium. Es ist ferner moglich, da 5. 
durch die relativ hohe Zuckerkonzentration in den | ersten Tagen eine “= 
Hemmung der oxydativen Phosphorylierung bei den Pi 
was zu einer undkonomischen Substratausnutzung fiihren muB, da die 
glykolytischen Prozesse dadurch beschleunigt und damit der Glucose- 
verbrauch erhéht wird. Nach Cooppr u. LenyincEr (1957) kann 
durch 0,3 m Saccharase an empfindlichen Systemen wie Rattenleber- — 
mitochondrien die oxydative Phosphorylie rung bereits entkoppelt 
werden. Es sieht so aus, als ob die langsame Freisetzung der Zucker 
durch eine enzymatische Hydrolyse wesentlich giinstiger ist als eine 
unphysiologisch hohe Zuckerkonzentration, wie sie von den unter- 
suchten Arten in der Natur niemals angetroffen wird. MANDELS u. 
Reese (1952) fanden bei 7'r. viride zwar erst bei 2°/, Glucose eine 
Begrenzung der 7'S-Zunahme, bei Lactose bereits bei 1°/). Sie arbei- 
teten, aber bei einer Temperatur von 29°C, wo der Stoffwechsel sehr 

t 


beschleunigt war. Sicherlich bestehen auch art- und stammesspezifische 
Unterschiede gegeniiber der Hemmung durch héhere Zuckerkonzen- 


trationen. 3 
nen, ‘ 


Zusammenfassung 


1. Mycelwachstum und Enzymausscheidung wurden bei mehreren 
Arten holzzerstérender und holzbewohnender Pilze in Abhangigkeit ~ 
von der Zeit untersucht. Als C-Quellen dienten Xylan (aus Weizen- _ 
stroh) sowie Glucose. i 

2. Auf beiden Nahrbéden konnten bei allen Pilzen Xylanase, Amylase 
und teilweise auch Pectinase im Kulturfiltrat nachgewiesen werden. 
Cellulase trat auf Xylan bei einigen WeiBfauleerregern und auf Glucose 
in geringer Menge bei Schizophyllum commune und Coniophora cere- 
bella auf. Fomes marginatus dagegen bildete auch auf Glucose reichlich 
Cellulase (Cx-Enzym). 


A bbin > oe 


3. Diejenigen Arten, die auf Xylan angewachsen waren, erreichten 
ein, befriedigendes Mycelgewicht. Dagegen war die durchschnittliche 
Trockensubstanzbildung auf Glucose die geringste von allen verwen- 
deten C-Quellen. Es zeigte sich, da8 Glucose wesentlich unédkonomi- 
scher fiir die Mycelbildung verwertet wird als die polymeren 
Substrate (Amylum, Xylan, Pectin und Cellulose). 


4. Die Xylanase-Bildung wird durch die Anwesenheit von Xylan 
im Nahrmedium kaum gefordert, teilweise sogar gehemmt, wenn man 


Fiir die tiberaus zuverlassige Hilfe bei der Durchfiihrung der Untersuchungen 
danke ich besonders Frl. Sonsa KOHLER. ‘ 
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die Enzymaktivitaten, mit denen auf Glucose vergleicht. Da die durch- 
- schnittliche relative Foérderung in der Maximal- und Gesamt-Aktivitat 
nur 1,1 betrug, ist das Enzym bei den holzbewohnenden Pilzen als 
, konstitutives‘’ oder bei Beriicksichtigung einer Reaktionsinakti- 
vierung héchstens als ,,nicht ausgepragt adaptives‘‘ Enzym anzusehen. 
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